








































      Tarkastaja: professori Jaakko Puhakka
      Tarkastaja ja aihe hyväksytty  
      Luonnontieteiden ja ympäristötekniikan 
      tiedekuntaneuvoston kokouksessa  




TAMPEREEN TEKNILLINEN YLIOPISTO  
Biotekniikan koulutusohjelma 
SAASTAMOINEN, HEIDI: Mikrobit polttoaineen varastoinnissa ja jakelussa 
Diplomityö, 97 sivua 
Heinäkuu 2011 
Pääaine: Ympäristöbiotekniikka 
Ohjaaja: FT Kathryn Wakeman 
Tarkastaja: professori Jaakko Puhakka 
Avainsanat: polttoaine, varastointi, jakelu, mikrobi, mikrobikontaminaatio, mikrobidi-
versiteetti, mikrobikasvun hillintä 
 
Polttoaineiden hiilivetyjen on tiedetty ylläpitävän mikrobien kasvua jo yli 70 vuoden 
ajan. Tämän diplomityön yhtenä tavoitteena oli tehdä kirjallisuuskatsaus erilaisten polt-
toaineiden mikrobiologisesta kontaminaatiosta. Kokeellisen osuuden tavoitteena oli tut-
kia polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi, mikrobien määrää ja diversiteet-
tiä eri polttoaineissa, polttoaineiden pilaantumisen etenemistä sekä mikrobikasvun hil-
litsemistä ja estoa. 
Diplomityön kokeellisessa osuudessa tutkittiin kahta polttoainetta. Polttoaineiden 
soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi tutkittiin kolmella eri mikrobien kasvutavalla: kiin-
teällä kasvatusalustalla, liukoisessa vesifaasissa ravistelupullokokein sekä biofilmissä. 
Polttoainetta 1 ei voida käyttää sellaisenaan hiilenlähteenä kiinteässä kasvatusalustassa, 
sillä se ei absorboitunut alustaan. Ravistelupullokokeissa saatiin rikastettua polttoai-
neessa 1 esiintyviä mikro-organismeja ja molempien tutkittujen polttoaineiden havaittiin 
soveltuvan mikrobien ravinnoksi. Mineraalisuolaliuoksen havaittiin edistävän ja mata-
lan pH:n rajoittavan mikrobikasvua polttoaineissa. Biofilmin mikrobikasvua havaittiin 
polttoaineen 1 varastosäiliöiden pinnoitemateriaalilla päällystetyissä mikroskoopin ob-
jektilaseissa sekä polttoaineen 1 että vesifaasien rajapinnoilla. Veden saatavuuden ja 
matalan pH:n havaittiin rajoittavan biofilmin muodostusta. 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 tutkittiin ravis-
telupullokokein kolmessa lämpötilassa. Mikrobikasvun havaittiin olevan nopeinta 27°C 
lämpötilassa sekä tapahtuvan viiveellä ja hitaammin 37°C lämpötilassa. 6°C lämpötilas-
sa ei havaittu mikrobikasvua tutkimusjakson aikana. Mikrobikasvun hillintää tutkittiin 
anaerobisissa olosuhteissa polttoaineessa 1. Mikrobikasvua ei havaittu tutkimusjakson 
aikana. Mikrobikasvua polttoaineessa voidaan hillitä veden määrää vähentämällä, mata-
lalla pH:lla ja lämpötilalla sekä anaerobisilla olosuhteilla. Veden saatavuuden rajoitus 
polttoaineen varastosäiliössä on toteutettavissa säännöllisellä ja huolellisella vedenpois-
tolla. Anaerobisten olosuhteiden teknisen toteutuksen mahdollisuutta ja taloudellisuutta 
tulisi tutkia täydessä mittakaavassa todellisessa polttoaineen varastointiympäristössä.  
Mikrobien lukumäärää polttoaineessa 1 tutkittiin standardin IP 385/99 mukaisen 
maljakasvatusmenetelmän ja mikroskopoinnin avulla. Sekä pesäkkeitä muodostavien 
yksiköiden määrä (11 – 15 PMY/ml) että kokonaissolumäärä (453 – 1271 solua/ml) oli 
tutkituissa näytteissä hyvin pieni. Mikrobien diversiteettiä polttoaineessa 1 tutkittiin 
molekulaaristen menetelmien avulla. Näytteiden prokarioottidiversiteetti oli laaja, mutta 
eukarioottidiversiteetti oli pieni. Mikro-organismien selektiivinen rikastuminen raviste-
lupullokokeissa havaittiin rikastetun biomassan mikrobidiversiteetin suppeudesta alku-
peräiseen näytteeseen verrattuna. Maljakasvatusmenetelmän avulla eristettiin vain viisi 
todennäköisesti erilaista pesäkettä, joka havainnollistaa selkeästi menetelmän vali-
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Hydrocarbons in fuels have known to support microbial growth for over 70 years. One 
aim of this thesis was to update the literature review with current knowledge of micro-
biological contamination of fuels. The aim of the experimental part of the thesis was to 
study how the fuels support microbial growth, the number and the diversity of microbes 
in fuels as well as how deterioration of fuels progresses, can be prevented and limited. 
Two fuels were studied in the experimental part of the thesis. Three microbial grow-
ing habits were used to study how the fuels support microbial growth: solid media, liq-
uid water phase using shake flasks and biofilm. Fuel 1 cannot be used as a carbon 
source as itself, as it does not absorb in the solid media. Microorganisms present in the 
fuel 1 were enriched during the shake flask experiments and both studied fuels sup-
ported microbial growth. Mineral salts media was observed to enhance and low pH to 
limit microbial growth in the fuels. Biofilm microbial growth on microscope slides cov-
ered with fuel 1 storage tank-lining material was detected at both fuel 1 phase and at 
liquid water phase. Water availability and low pH were observed to limit biofilm forma-
tion.  
The effect of temperature on microbial growth kinetics in the fuel 1 was studied 
with shake flasks at three temperatures. Microbial growth was observed to be fastest at 
27°C while a delay and slower microbial growth was observed at 37°C. No microbial 
growth was detected at 6°C during the study period. Limitation of microbial growth was 
studied in anaerobic conditions in the fuel 1. No microbial growth was detected during 
the study period. Microbial growth in fuels can be limited with water availability, low 
pH and temperature as well as anaerobic conditions. Limited water availability in a fuel 
storage tank can be achieved with regular and careful water removal. The technical fea-
sibility and financial analysis should be conducted for implementing anaerobic condi-
tions in a full-scale fuel storage environment.  
 The number of microbes in fuel 1 was studied with a cultivation method based on 
standard IP 385/99 and by microscope quantification. Both aerobic viable counts (11 – 
15 CFU/ml) and total cell counts (453 – 1271 cells/ml) were very low in the studied 
samples. Microbial diversity in fuel 1 was studied with molecular methods. The proka-
ryotic diversity of the samples was wide while the eukaryotic diversity was low. Selec-
tive enrichment of microorganisms in the shake flask experiments was observed, as the 
microbial diversity of the enriched biomass was low compared with the original fuel 
sample. Only five possibly different colonies were isolated from the fuel 1 with the cul-
tivation method, which clearly illustrates the selectivity of the method and the inade-
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LYHENTEET JA MERKINNÄT 
 
 
ATP Adenosine triphosphate, adenosiinitrifosfaatti  
BSA Bovine serum albumin , naudan seerumialbumiini  
DGGE Denaturating gradient gel electrophoresis, denaturoiva gra-
dienttigeelielektroforeesi 
DNA Deoxyribonucleic acid, deoksiribonukleiinihappo 
DOC Dissolved organic carbon, liukoinen orgaaninen hiili 
EPS Extracellular polysaccharides, solunulkoiset polysakkaridit 
FDA Fluoreskiinidiasetaatti 
LH-PCR Length heterogeneity PCR, pituusheterogeenisyys-PCR 
MEA Malt extract agar, mallasuuteagar 
OSI Oil stability index, öljyn pysyvyysindeksi 
PCR Polymerase chain reaction, polymeraasiketjureaktio 
q-PCR Quantitative PCR, kvantitatiivinen PCR 
RFLP Restriction fragment length polymorphism, restriktiofrag-
menttien pituuspolymorfismi 
RISA Ribosomal intergenic spacer analysis, ribosomaalisten gee-
nien välisen alueen pituuden heterogeenisyyden analysointi 
RNA Ribonucleic acid, ribonukeliinihappo 
SRB Sulfate reducing bacterium, sulfaattia pelkistävä bakteeri 
TGGE Temperature gradient gel electrophoresis, lämpötila gra-
dienttigeelielektroforeesi 
TOC Total organic carbon, orgaaninen hiili 
T-RFLP Terminal restriction fragment length polymorphism, termi-
naalisten restriktiofragmenttien pituuspolymorfismi 
TS Total solids, kuiva-aine 
TSA Tryptone soya agar, tryptofaani-soija-agar 




Ensimmäisen kerran mikrobikasvua havaittiin öljytuotteissa vuonna 1895 ja siihen alet-
tiin kiinnittää enemmän huomiota 1930-luvun lopulla (Miyoshi 1895; Carlson 1989, 
Saastamoisen 1996 mukaan). Lentopetrolin mikrobiologinen kontaminaatio on tunnis-
tettu merkittäväksi ongelmaksi 1950-luvulta lähtien (Finefrock ja London 1968; Blan-
chard ja Goucher 1965; Bakanauskas 1958).  
Mikrobikasvun on havaittu vaikuttavan polttoaineissa viidellä tavalla: 1) mikrobien 
fyysisen läsnäolon haittavaikutukset (rihmasienet ja solunulkoisia polysakkarideja muo-
dostavat bakteerit), 2) mikrobien metabolian haittavaikutukset (lisäaineen hyödyllisyy-
den menetys) 3) mikrobien metaboliatuotteiden muodostuminen (orgaaniset hapot, rik-
kivety, rikkihappo ja ammoniakki), 4) biolietteen muodostuminen ja 5) mikrobien aihe-
uttama metallipintojen korroosio (Robbins ja Levy 2004; Chung et al. 2000). Kontrol-
loimaton polttoaineiden ja polttoainejärjestelmien mikrobikontaminaatio sekä siitä seu-
raavat ongelmat aiheuttavat merkittäviä taloudellisia menetyksiä (Passmann 2003). 
Erilaiset polttoaineet tarjoavat hyvän hiilenlähteen erilaisille mikro-organismeille ja 
polttoaineita hiilen ja energian lähteenään käyttäviä mikro-organismeja esiintyy käytän-
nössä kaikkialla: ilmassa, vedessä ja maaperässä. Hiilivetyjen biohajoavuus pienenee 
seuraavassa järjestyksessä: n-alkaanit, yksinkertaiset aromaattiset hiilivedyt (esimerkik-
si bentseeni ja tolueeni), haaroittuneet alkaanit, sykloalkaanit, isopreenit ja kondensoi-
tuneet polyaromaattiset hiilivedyt. (Yemashova et al. 2007). Bensiinin sisältämät lyhyt-
ketjuiset hiilivedyt, joilla on pieni molekyylipaino, voivat olla mikro-organismeille 
myrkyllisiä, koska ne liuottavat solukalvoja (Morgan ja Watkinson 1994). Lentopetroli 
koostuu pääasiassa C10-C16 alkaaneista ja mineraalidiesel pääasiassa C15-C22 alkaa-
neista (Neste Oil Oyj 2009; Gaylarde et al. 1999). Suurin osa hiilivetyjä käyttävistä 
mikro-organismeista pystyy hapettamaan polttoaineita, joiden hiilivetyketjujen pituus 
on C10-C20. Tästä syystä lentopetroli ja mineraalidiesel ovat hyvin alttiita mikrobikon-
taminaatiolle varastoinnin aikana. (Robbins ja Levy 2004). 
Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2003/30/EY tarkoituksena on edistää 
biopolttoaineiden ja muiden uusiutuvien polttoaineiden käyttöä liikenteessä. Biodieselin 
varastoinnissa on paljastunut ongelmia, jotka liittyvät pääosin biodieselin vesipitoisuu-
teen ja mikrobien kasvuun (Klofutar ja Golob 2007). Biodiesel on tarjoaa hyvän ja 
energiataloudellisesti paremman hiilenlähteen aerobisille mikro-organismeille kuin mi-
neraaliöljypohjainen polttoaine (Owsianiak et al. 2009; Ratledge 1994). Polttoaineiden 
mikrobiologinen kontaminaatio on edelleen yleinen ongelma ja sen odotetaan kasvavan 
biopolttoaineiden käytön kasvun myötä (Balster et al. 2006). 
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Tämän diplomityön yhtenä tavoitteena oli tehdä kirjallisuuskatsaus erilaisten poltto-
aineiden mikrobiologisesta kontaminaatiosta. Diplomityön kokeellisessa osuudessa tut-
kittiin kahta polttoainetta. Työn tavoitteena oli tutkia polttoaineiden soveltuvuutta mik-
robien ravinnoksi, mikrobien määrää ja diversiteettiä eri polttoaineissa, polttoaineiden 
pilaantumisen etenemistä sekä mikrobikasvun hillitsemistä ja estoa. 
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2. POLTTOAINEET 
2.1. Valmistus ja koostumus 
2.1.1. Mineraalidiesel ja lentopetroli 
Raakaöljy koostuu pääasiassa parafiinistä, naftaleenista ja aromaattisista hiilivedyistä 
sekä alkuaineista (rikki, typpi, happi ja metallit). Raakaöljyn koostumus vaihtelee öljy-
kentittäin ja alueittain. Öljynjalostusprosessissa syntyy valikoima erilaisia öljytuote-
komponentteja (kuva 2.1). Öljynjalostusprosessi alkaa suolojen ja muiden epäpuhtauk-
sien poistolla, jonka jälkeen raakaöljy erotetaan tislaamalla jakeiksi. Osa öljytuotteista 
käytetään sellaisenaan. Jakeiden kemiallisia rakenteita muutetaan erilaisten jalostusope-
raatioiden ja prosessien avulla (esimerkiksi rikinpoisto, reformointi ja krakkaus) tarkoi-
tuksenmukaisen koostumuksen aikaansaamiseksi. (Neste Oil Oyj 2009) 
Kuva 2.1. Neste Oil Oyj:n Porvoon jalostamon öljynjalostuskaavio (Neste Oil Oyj 
2009). 
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Mineraalidiesel koostuu pääasiassa C15-C22 alkaaneista ja se sisältää polyaromaat-
tisia hiilivetyjä (kaksi- ja kolmirenkaisia sekä raskaampia aromaatteja) alle 11 paino-%. 
Mineraalidieselin molekyylipaino on yleensä 212 – 294 g/mol, tiheys 800 – 845 kg/m3 
(+15ºC) ja viskositeetti 1.2 – 4.5 mm2/s (+40ºC). Suomessa käytettävien mineraalidiese-
leiden rikkipitoisuus on alle 0.001 %. Mineraalidieselissä käytettäviä lisäaineita ovat 
korroosionestoaineet, setaaniluvunkorottajat, puhdistavat lisäaineet, voitelevuuslisäai-
neet, vaahdonestoaineet sekä väri- ja merkkiaineet. (Neste Oil Oyj 2009; Gaylarde et al. 
1999) Eurooppalaisen dieselstandardin (SFS-EN 590) mukaan mineraalidieselin vesipi-
toisuuden yläraja on 200 mg/kg (0.02 % tai 200 ppm). 
Lentopetroli koostuu pääasiassa C10-C16 alkaaneista ja sisältää aromaattisia hiilive-
tyjä alle 26.5 %. Lentopetrolin molekyylipaino on yleensä 156 – 226 g/mol, tiheys 788 
– 840 kg/m3 (+15ºC) ja viskositeetti 1.3 – 1.5 mm2/s (+20ºC). Suomessa valmistettavan 
lentopetrolin rikkipitoisuus on 0.03 paino-%. (Neste Oil Oyj 2009; Gaylarde et al. 1999) 
2.1.2. Biodiesel (FAME)  
Biodieselin raaka-aineena käytettään erilaisia uusiutuvia raaka-ainelähteitä kuten kas-
viöljyjä ja eläinrasvoja, joista valmistetaan dieselpolttoainetta esteröimällä. Biodieseliä 
voidaan valmistaa yli 350 öljykasvin öljystä tai lähes mistä tahansa rasvasta, niin puh-
taasta eläinrasvasta kuin käytetystä paistinrasvastakin. Maailmanlaajuisesti merkittä-
vimpiä öljykasveja ovat soijapapu, pähkinä, auringonkukka, saflor, puuvilla sekä Suo-
messa tärkeimmät rypsi ja rapsi. (Malkki 2006; Demirbas 2005) 
Rasvat ja öljyt koostuvat lähes kokonaan triglyserideistä (glyserolin triestereistä), 
mutta rasvoissa esiintyy myös jonkin verran mono- ja diglyseridejä. Glyseridissä glyse-
rolirakenteeseen on esterisidoksella liittyneenä yhdestä kolmeen rasvahappoketjua. 
Kasviöljyille on tyypillistä runsas kaksoissidosten määrä (tyydyttymättömät rasvaha-
pot), kun taas eläinrasvat eivät yleensä sisällä kaksoissidoksia (tyydyttyneet rasvaha-
pot). Kasviöljyjen rasvahappokoostumus vaihtelee sekä saman kasvin eri lajikkeiden 
että eri öljykasvien välillä. (Malkki 2006; Graboski ja McCormick 1998) 
Biodieseliä valmistetaan vaihtoehtoesteröimisreaktiolla, jossa triglyseridin yhtenäi-
nen glyserolirunko korvautuu kolmella alkoholin (esimerkiksi metanolin) alkyyliryh-
mällä ja muodostuu rasvahapon metyyliesteriä ja glyserolia (kuva 2.2). Reaktion kata-
lyyttinä käytetään yleensä happoa (esimerkiksi suolahappo) tai emästä (esimerkiksi nat-
rium- tai kaliumhydroksidi tai natriummetoksidi). (Malkki 2006; Demirbas 2005; Gra-
boski ja McCormick 1998) Vaihtoehtoesteröityminen on tasapainoreaktio, johon vaikut-
tavat glyseridin ja alkoholin ainemääräsuhde, käytettävä katalyytti, lämpötila, paine, 




Kuva 2.2. Vaihtoehtoesteröitymisen kokonaisreaktio. Reaktioyhtälössä Rx kuvaa suoraa, 
haaroittumatonta hiiliketjua (Malkki 2006). 
 
Biodiesel sisältää C12-C22 rasvahappojen metyyliestereitä ja se ei sisällä aromaatti-
sia hiilivetyjä (Malkki 2006; Demirbas 2005). Eurooppalaisen biodieselstandardin 
(SFS-EN 14214) mukaan biodieselin tiheyden tulee olla 860 – 900 kg/m3 (+15ºC), vis-
kositeetin 3.5 – 5.0 mm2/s (+40ºC) ja biodieselin vesipitoisuuden yläraja on 500 mg/kg. 
Biodiesel ei sisällä rikkiä (Demirbas 2005). 
2.1.3. Uusiutuvista raaka-aineista valmistettu diesel  
Uusiutuvista raaka-aineista valmistettua dieseliä valmistetaan palmu- ja rypsiöljystä se-
kä eläinrasvoista patentoidulla vetykäsittelytekniikalla (kuva 2.3).  Esikäsittelyn tarkoi-
tus on poistaa epäpuhtauksia raaka-aineista. Prosessin ensimmäisessä vaiheessa rasva-
hapot vedytetään n-parafiineiksi ja toisessa vaiheessa n-parafiinit isomeroidaan edelleen 
haaraketjuisiksi parafiineiksi hyvien kylmäominaisuuksien saavuttamiseksi. (Neste Oil 




Kuva 2.3. Uusiutuvista raaka-aineista valmistetun dieselin kaksivaiheisen tuotantopro-
sessin lohkokaavio. (Tekijän modifioima julkaisuista Stade ja Siitonen 2006; Neste Oil 
Oyj 2005). 
 
Uusiutuvista raaka-aineista valmistettu diesel koostuu C12-C26 alkaaneista ja se ei 
sisällä aromaattisia hiilivetyjä. Uusiutuvista raaka-aineista valmistetun dieselin tiheys 
on yleensä 770 – 790  kg/m3 (+15ºC), viskositeetti 2.0 – 4.5 mm2/s (+40ºC) ja vesipitoi-
suuden yläraja 200 mg/kg (0.02 % tai 200 ppm). Uusiutuvista raaka-aineista valmistettu 
diesel ei sisällä rikkiä. Uusiutuvista raaka-aineista valmistetussa dieselissä käytetään 
voitelu- ja sähkönjohtavuuslisäaineita. (Neste Oil Oyj 2009) 
2.2. Polttoaineiden varastointi ja jakelu 
2.2.1. Polttoaineiden varastointi 
Polttoaineita voidaan varastoida joko maanpäällisissä tai maanalaisissa säiliössä. Maan-
päällisiä säiliöitä on kolmea tyyppiä: pallosäiliöt, uivakattoiset säiliöt ja kiinteäkattoiset 
säiliöt. Maanalaiset säiliöt ovat tyypiltään kalliosäiliöitä. (Hästbacka 1992) 
Pallosäiliöissä varastoidaan tuotteita, jotka ovat ympäristön lämpötilassa ja painees-
sa kaasuja, mutta nesteitä varastoituna paineen alaisena säiliössä (nestekaasut). Tuotteil-
le, jotka eivät vaadi varastointia paineen alaisena, mutta jotka ovat suhteellisen helposti 
haihtuvia, käytetään uivakattoisia varastosäiliöitä haihtumisen minimoimiseksi (bensii-
nit). Joillekin polttoaineille käytetään myös katettuja uivakattoisia säiliöitä sadeveden 
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pääsyn estämiseksi (lentopetroli). Kiinteäkattoisia varastosäiliöitä käytettään polttoai-
neille, jotka eivät aiheuta haihtumistappioita (dieselpolttoaineet, kevyet ja raskaat polt-
toöljyt). Dieselin ja kevyen polttoöljyn säiliöt ovat yleensä eristämättömiä, mutta ras-
kaiden polttoöljyjen säiliöt on eristettävä ja lämmitettävä tuotteen pumppausominai-
suuksien säilyttämiseksi. (Hästbacka 1992) 
Maanalainen kalliosäiliö on peruskallioon louhittu tila, jonka tilavuus voi olla satoja 
tuhansia kuutiometrejä. Säiliö louhitaan pohjavedenpinnan alapuolelle niin, että pohja-
vedenpaine on suurempi kuin varastoitavan tuotteen hydrostaattinen paine. Tällöin polt-
toaine ei voi tunkeutua pohjaveteen, mutta pohjavettä voi tihkua kalliosta säiliöön. 
Suomessa kalliosäiliöt toteutetaan kiinteän vesipatjan periaatteella, jolloin säiliön poh-
jalla oleva vesikerroksen syvyys pidetään vakiona (0.5 – 1.0 m) pumppaamalla säiliöön 
tihkuva ylimääräinen vesi automaattisesti pois. (Hästbacka 1992) 
2.2.2. Polttoaineiden jakelu 
Polttoaineiden jakelu tapahtuu joko säiliöautoilla, laivakuljetuksina tai rautateitse. Ko-
timaan polttoainekuljetukset tapahtuvat pääosin säiliöautoilla ja Neste Oil Oyj:n poltto-
ainekuljetukset hoidetaan sopimusliikennöitsijöiden avulla. Kevytpolttoainekuljetuksis-
sa on käytössä ns. aluekuljetusjärjestelmä. (Hästbacka 1992) 
Laivakuljetustoiminta sisältää raaka-ainekuljetuksia jalostamoille sekä öljytuotekul-
jetuksia jalostamoilta ja muista hankintalähteistä omiin ja asiakkaiden varastokeskuk-
siin. Neste Oil Oyj:n laivakuljetukset hoidetaan ensisijaisesti Neste Oil Oyj:n omalla tai 
rahtaamalla kuljetuskalustolla. (Hästbacka 1992) 
Rautatiekuljetustoiminta sisältää raaka-aineiden hankintakuljetuksia (pääosin Venä-
jältä) sekä öljytuotekuljetuksia kotimaan asiakkaille. Tuonnin kuljetuskalustona ovat 
ulkomaiset rautatievaunut ja kotimaan liikenteessä Valtionrautateiden kuljetuskalusto. 
(Hästbacka 1992) 
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3. POLTTOAINEIDEN MIKROBIMÄÄRITYS- JA 
SEURANTAMENETELMÄT 
3.1. Mikrobikasvun indikaattorit   
Polttoaineiden mikrobikontaminaatiota voidaan seurata mikrobikasvun indikaattorien 
avulla ilman tarkkaa pitoisuuden määritystä tai identifiointia. Mikrobien tuottamat ai-
neenvaihduntatuotteet (esimerkiksi orgaaniset hapot, solunulkoiset polysakkaridit ja 
pinta-aktiiviset aineet) ovat myös merkittäviä epäpuhtauksia polttoaineissa. Niitä voi-
daan määrittää yksinkertaisin analyysimenetelmin tai pelkästään tarkkailemalla. 
(Gaylarde et al. 1999) Polttoaineessa esiintyvien mikrobien hapenkulutusta ja hiilidiok-
sidin tuottoa voidaan myös seurata (Allsopp et al. 2004).  
Saastamoinen (1996) vertasi polttoainenäytteiden vesipitoisuuksia, vesiliukoista al-
kaliteettia ja vesiliukoista orgaanista hiilipitoisuutta (TOC) näytteistä mitattuihin pesäk-
keitä muodostaneiden yksiköiden määrään (määritetty nykyisin käytöstä poistettuun IP 
385/88 standardin mukaiseen maljakasvatusmenetelmään perustuen), mutta niillä ei ha-
vaittu olevan yhteyttä. Saastamoisen (1996) mukaan liuenneen veden määrä riippui 
polttoaineen fysikokemiallisesta laadusta ja vesiliukoisen orgaanisen hiilipitoisuus ku-
vasi todennäköisesti mikrobien aktiivisuutta säiliössä, ei niinkään niiden määrää öljyssä. 
Mikrobien hajottaessa polttoainetta rasvahapoiksi voi vesiliukoisen alkaliteetin 
odottaa nousevan ja korreloivan mikrobitiheyden kanssa. Passmanin (2003) mukaan 
puhtaan tai hyvin vähän kontaminoituneen polttoainesäiliön vesifaasin ominaisuudet 
ovat lähellä sadevettä (pH 6 – 7 ja heikosti puskuroitu). Mikäli vesifaasin pH > 8 ja al-
kaliteetti > 1000 mg CaCO3/l on todennäköistä, että polttoaineen alkaaliset ainesosat 
ovat osittain erottuneet vesifaasiin. Vesifaasin pH < 6 ja alkaliteetti > 150 mg CaCO3/l 
indikoivat polttoaineen laadun biologista heikentymistä. (Passman 2003)  
Edellä kuvattujen menetelmien avulla voidaan jossain määrin arvioida mahdollista 
mikrobikontaminaatiota, mutta indikaattorien avulla ei voida määrittää tarkkaa mikrobi-
tiheyttä. 
3.2. Perinteiset/standardimenetelmät   
3.2.1. Mikroskopointi 
Näytteen kokonaismikrobitiheys voidaan määrittää mikroskopoinnin avulla laskemalla 
mikrobien lukumäärä näytteessä. Mikroskopoinnissa voidaan käyttää joko kuivattua 
näytettä tai nestenäytettä. Polttoaineiden tapauksessa näyte yleensä suodatetaan ja mik-
robitiheyden laskeminen tehdään suodattimelta. Valomikroskoopilla voidaan tarkastella 
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näytteen mikrobeita sellaisenaan, mutta epifluoresenssimikroskopoinnissa näytteen mik-
robit tulee värjätä havainnointia varten. (Yemashova et al. 2007; Madigan ja Martinko 
2006) 
Näytteen mikrobien havainnoinnin parantamiseksi voidaan käyttää erilaisia vär-
jäysmenetelmiä. Fluoresoiva DNA-spesifinen DAPI (4',6'-diamidino-2-fenyyli-indoli) 
värjää kaikki näytteen solut eikä erottele eläviä ja kuolleita soluja. On olemassa myös 
elävät ja kuolleet solut erottelevia fluoresoivia kahden värin yhdistelmiä, mutta ne eivät 
sovellu luonnon mikrobinäytteiden värjäykseen epäspesifisen taustamateriaalin värjäyk-
sen takia. (Madigan ja Martinko 2006) 
Institute of Petroleum (IP) on julkaissut standardin polttoaineiden homepitoisuuden 
määritykseen (IP 472/02). Standardin mukaan näyte suodatetaan (0.45 tai 0.8 µm huo-
koskoko), jonka jälkeen hiivat mikroskopoidaan ja lasketaan suodattimelta. 
Suorassa mikroskooppisessa laskennassa on muutamia rajoitteita. Menetelmä ei 
erottele kuolleita soluja, pienet bakteerit eivät välttämättä erotu riittävän hyvin ja jäävät 
huomioimatta, tarkkuus on rajattu ja menetelmä ei sovellu näytteille, joilla on pieni mik-
robitiheys (<106 solua/ml). (Madigan ja Martinko 2006) Polttoaineiden mikrobitiheys 
on yleensä suhteellisen pieni, mutta suodatus väkevöi polttoainenäytteessä esiintyvät 
mikrobit suodattimelle.  
Saastamoisen (1996) mukaan mikrobien lukumäärän määritys suodatetuista keski-
raskaista polttoainenäytteistä oli vaikeaa, koska polttoaineissa esiintyi luontaisesti suuri 
määrä mikrobien kokoluokkaa olevia hiukkasia ja myös muut hiukkaset kuin mikrobit 
värjäytyivät huolimatta spesifisten värien käytöstä. Saastamoisen (1996) käyttämistä 
väriaineista kristallivioletti värjäsi bakteerisolut parhaiten ja Coomassie Brilliant Blue 
hiivasolut. Muiden käytettyjen väriaineiden (metyleenisininen, safraniini ja akri-
diinioranssi) teho oli näitä kahta heikompi.  
3.2.2. Kasvatusmenetelmät 
Maljakasvatusmenetelmässä määritetään elinkykyisten solujen määrä näytteessä sopi-
van kasvatusalustan avulla. Menetelmä perustuu oletukseen, että jokainen elinkykyinen 
solu voi kasvaa ja jakautua muodostamaan yhden kasvupesäkkeen. Näyte joko pipetoi-
daan ja levitetään kasvualustalle tai näyte pipetoidaan steriilille petrimaljalle, jonka jäl-
keen elatusaine lisätään petrimaljalle. Tämän jälkeen näytteessä olevien mikro-
organismien annetaan kasvaa (yleensä ennalta määrätyn ajan), jonka jälkeen muodostu-
neet pesäkkeet lasketaan. Näyte voidaan tarvittaessa laimentaa ennen kasvatusta. (Ma-
digan ja Martinko 2006) 
Maljakasvatusmenetelmä on riippuvainen elatusaineen sopivuudesta näytteessä ole-
ville mikro-organismeille sekä kasvatusajasta ja -lämpötilasta. Kaikki mikro-organismit 
eivät kasva samalla nopeudella ja maljakasvatuksella voidaan määrittää niitä mikro-
organismeja, joiden kasvuvaatimukset tunnetaan. (Madigan ja Martinko 2006) On arvi-
oitu, että monien ympäristöjen bakteereista alle prosentti on kasvatettavissa (Amann et 
al. 1995). 
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Toinen yleinen kasvatusmenetelmä on MPN-menetelmä (most probable number). 
Tässä menetelmässä näytteestä tehdään laimennossarja ja laimennoksia kasvatetaan 
näyteputkissa, joissa on sopivaa elatusainetta. MPN-menetelmä pyrkii ilmaisemaan sitä 
laimennosrajaa, jolloin vielä havaitaan mikrobien kasvua näytteen laimennossarjassa. 
MPN-menetelmässä voidaan käyttää hyvin valikoivaa elatusainetta tietyn bakteerin tai 
bakteerijoukon tutkimiseen näytteestä. (Madigan ja Martinko 2006) 
Institute of Petroleum (IP) ja American Society for Testing and Materials (ASTM) 
ovat julkaisseet standardit elinkykyisten aerobisten mikrobien määritykseen (IP 385/99) 
ja sulfaattia pelkistävien bakteerien määritykseen vesifaasista (D 4412-84). Standardi IP 
385/99 perustuu öljynäytteen suodatukseen (0.45 µm huokoskoko) ja öljyn erotukseen 
suodattimesta. Suodatin laitetaan joko sellaisenaan kasvatusalustalle tai mikrobit uute-
taan suodattimesta. Kasvatuksessa käytetään kahta elatusainetta, joista toinen on spesi-
finen bakteereille ja toinen hiivoille ja homeille. Kasvatusaika on 5 vuorokautta 25 ± 
2°C lämpötilassa, jonka jälkeen muodostuneet pesäkkeet lasketaan. Standardi D 4412-
84 perustuu sulfaattia pelkistävien bakteerien havaitsemiseen ja laskemiseen MPN-
menetelmän avulla. Standardin esittämässä menetelmässä voidaan käyttää kahta vaihto-
ehtoista elatusainetta, joista toisen valmistukseen käytetään steriiliä vettä ja toiseen suo-
datettua näytevettä. Suodatettua näytevettä käytetään, kun näyte on peräisin epätyypilli-
sestä ei-makeasta vesiympäristöstä. Sulfaattia pelkistäviä bakteereita esiintyy vesifaasis-
sa ainoastaan polttoaineen ollessa hyvin kontaminoitunutta (Allsopp et al. 2004).  
3.3. Molekyylibiologiset menetelmät   
3.3.1. Mikrobien metabolinen aktiivisuus 
Aktiivisuusmääritykset perustuvat mikrobisoluissa tapahtuviin biokemiallisiin reaktioi-
hin, yleensä entsyymiaktiivisuuksiin (Saastamoinen 1996). Fosfataasi on entsyymi, joka 
hydrolysoi orgaanisia fostaatteja, esimerkiksi adenosiinitrifosfaattia (ATP) (Salkinoja-
Salonen 2002). Mikrobien fosfataasiaktiivisuutta on käytetty polttoainesäiliöiden vesi-
faasin mikrobimäärän selvittämiseen ja fluoreskiinidiasetaattia (FDA) on käytetty bio-
massan aktiivisuuden määrittämiseen. Fosfataasiaktiivisuuden määritys perustuu 4-
nitrofenyylifosfaatin hydrolyysin tuottaman värillisen 4-nitrofenolin määrittämiseen 
spektrofotometrisesti. Biomassan aktiivisuuden määritys perustuu mikrobien aiheutta-
man fluoreskiinidiasetaatin hydrolysointiin, jolloin tuotteena syntyy vihreän keltainen 
fluoreskiini. Fluoreskiinipitoisuus voidaan määrittää spektrofotometrisesti. (Saastamoi-
nen 1996) 
Saastamoinen (1996) selvitti fosfataasiaktiivisuuden määrityksen näytteestä ja fluo-
reskiinidiasetaatin hajoamisen määrityksen soveltuvuutta polttoaineiden mikrobitihey-
den määrittämiseen. Fosfataasiaktiivisuusmäärityksissä rinnakkaisten näytteiden hajonta 
osoittautui suureksi ja kaikkien näytteiden aktiivisuus oli pienempi kuin menetelmän 
detektioraja. Myös fluoreskiinidiasetaatin hajoamismäärityksissä mikrobiaktiivisuus oli 
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liian pieni sovellukseen ja mitatut fluoreskiinipitoisuudet olivat menetelmän detektiora-
jaa pienempiä. 
3.3.2. Adenosiinitrifosfaattipitoisuus 
Adenosiinitrifosfaatti (ATP) on kaikkien maapallolla elävien eliöiden energiatalouden 
väline. Sitä tuotetaan energiaa tuottavien reaktioiden avulla sekä käytetään solujen ra-
kennusaineeksi ja solujen muihin toimintoihin. (Salkinoja-Salonen 2002) American So-
ciety for Testing and Materials (ASTM) on julkaissut standardin mikro-organismien 
adenosiinitrifosfaattipitoisuuden määrityksestä vedessä (D 4012-81), joka perustuu mik-
ro-organismien käsittelyyn niin, että soluissa oleva ATP vapautuu. Vapautunut ATP ja 
lusiferiini reagoivat keskenään lusiferaasi entsyymin kanssa. Reaktio on valoa tuottava, 
jolloin mitattu valon määrä on verrannollinen ATP-pitoisuuteen. Menetelmää käytetään 
elinkykyisten mikrobien määrän arvioimiseen näytteestä. (Salkinoja-Salonen 2002; D 
4012-81) 
Saastamoinen (1996) tutkimuksessa ATP-pitoisuuden määritys keskiraskaista polt-
toainenäytteistä vaati esikasvatuksen. Näytteistä mitattu ATP-pitoisuuden ja pesäkkeitä 
muodostaneiden yksiköiden (määritetty nykyisin käytöstä poistettuun IP 385/88 stan-
dardin mukaiseen maljakasvatusmenetelmään perustuen) välille ei saatu tarkkaa korre-
laatiota. Saastamoinen (1996) arveli tämän johtuvan muun muassa mikrobien epätasai-
sesta jakautumisesta öljyssä. Bakteerien ATP-tuoton on havaittu kasvavan erilaisissa 
stressitilanteissa ainakin Esterichia colin ja Bacillus subtiliksen kohdalla (Soini et al. 
2005; Maul et al. 1995). Toisin sanoen ATP-pitoisuus ei välttämättä korreloi luotetta-
vasti näytteen mikrobitiheyden kanssa. 
3.3.3. Rasvahappoanalyysi 
Näytteen bakteerilajien identifiointiin voidaan käyttää solukalvojen fosfolipidien rasva-
happoanalyysiä. Rasvahappoanalyysissä määritetään rasvahappojen tyypit ja esiintymis-
suhteet bakteerien solukalvoissa. Prokarioottien rasvahappokoostumus on hyvin vaihte-
leva ja sen perusteella voidaan usein tunnistaa tiettyjä bakteerilajeja. Rasvahapot eriste-
tään standardoiduissa olosuhteissa viljellyistä bakteerisoluista ja muunnetaan kemialli-
sesti metyyliestereiksi, jotka voidaan tunnistaa kaasukromatografialla. Rasvahappoana-
lyysin kromatogrammia voidaan verrata tunnettujen, samanlaisissa olosuhteissa kasva-
tettujen bakteerilajien rasvahappoprofiilitietokantoihin. Rasvahappoanalyysimenetelmä 
vaatii tiukan standardoinnin, sillä bakteerien rasvahappoprofiilit voivat vaihdella eri 
kasvatusolosuhteissa. (Madigan ja Martinko 2006) 
Rauch et al. (2006) eristivät bakteereita lentopetrolinäytteistä ja tunnistivat niitä ras-
vahappoanalyysin avulla. He tunnistivat kaikkiaan 17 bakteerilajia tällä menetelmällä. 
3.3.4. Immunologiset menetelmät 
Vasta-aineet ovat spesifisiä biologisia proteiineja, jotka reagoivat antigeenin kanssa. 
Antigeeni voi olla esimerkiksi tietyn mikro-organismin pinnalla oleva rakenne, jonka 
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avulla kyseinen mikro-organismi voidaan tunnistaa. (Madigan ja Martinko 2006; Glick 
ja Pasternak 2003) Immunologisia vasta-ainemenetelmiä voidaan käyttää erilaisten 
(esimerkiksi fluoresoivien) merkkiaineiden kanssa, mikä helpottaa tulosten määritystä 
(Yemashova et al. 2007; Madigan ja Martinko 2006). Menetelmän käyttö edellyttää tut-
kittavalle mikro-organismille spesifisen vasta-aineen valmistusta, joka on usein aikaa 
vievää ja työlästä. Joillekin mikro-organismeille on kaupallisesti saatavilla spesifisiä 
vasta-aineita. (Madigan ja Martinko 2006) 
Lopes ja Gaylarde (1996) kehittivät Hormoconis resinaen tunnistamiseen epäsuoran 
immunofluoresenssimenetelmän tälle homeelle spesifisen vasta-aineita sisältävän see-
rumin avulla. Menetelmä osoittautui hyvin herkäksi ja spesifiseksi. Menetelmä oli myös 
huomattavasti nopeampi (5 h) verrattuna viljelymenetelmiin (useita vuorokausia).  
Immunologiset menetelmät ovat lajispesifisiä ja kaikille polttoaineessa esiintyville 
mikro-organismeille spesifisiä vasta-aineita ei ole mahdollista käyttää samanaikaisesti. 
Tästä syystä immunologiset menetelmät eivät sovellu polttoaineen koko kokonaismik-
robimäärän määritykseen. Mikäli on tiedossa hyvin yleinen esiintyvä tiettyä polttoainet-
ta kontaminoiva mikro-organismi, tällaisista menetelmistä on hyötyä mikrobikontami-
naation seurannassa ja lisäselvitysten tarpeen arvioinnissa. Esimerkiksi Hormoconis re-
sinaen esiintymistä lentopetrolissa voidaan seurata sen spesifisen vasta-aineen tunnis-
tukseen perustuvan FUELSTAT™ resinae testipakkauksen (Codinia Bioscience, Iso-
Britannia) avulla. 
3.3.5. Polymeraasiketjureaktioon perustuvat menetelmät 
Polymeraasiketjureaktio 
Polymeraasiketjureaktio (PCR) on menetelmä, jossa tietystä DNA-sekvenssistä tuote-
taan kopioita in vitro (”koeputkessa”) spesifisten alukkeiden ja DNA-polymeraasi ent-
syymin avulla toistamalla useita synteesisyklejä. PCR-menetelmän käyttö vaatii DNA-
molekyylien eristämisen soluista. Yksi PCR-sykli koostuu kolmesta vaiheesta: kopioi-
tavan DNA-molekyylin kaksoisjuosteen denaturaatio, spesifisten oligonukleotidialuk-
keiden kiinnittyminen kumpaankin DNA:n vastinjuosteeseen ja pidennysvaihe, jossa 
DNA-polymeraasi muodostaa kopion kummastakin DNA:n vastinjuosteesta. Näitä syk-
lejä toistetaan useita ja jokaisen syklin aikana kopioitavan DNA-molekyylin määrä kak-
sinkertaistuu. PCR-menetelmän avulla yhdestä DNA-molekyylistä voidaan tuottaa usei-
ta miljoonia kopioita. (Madigan ja Martinko 2006; Glick ja Pasternak 2003) Polyme-
raasiketjureaktion vaiheet on esitetty kuvassa 3.1. 
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Kuva 3.1. Polymeraasiketjureaktion vaiheet (Kaksonen 2009). 
 
Näytteen mikrobidiversiteettiä voidaan tutkia ribosomaalista RNA-molekyyliä koo-
daavien geenien avulla. Solujen proteiinisynteesi tapahtuu ribosomeissa, jotka koostuvat 
ribosomaalisesta ribonukleiinihaposta (rRNA) ja proteiinista. Sekä prokariooteilla että 
eukariooteilla ribosomit koostuvat isosta ja pienestä ribosomiyksiköstä. Prokariooteilla 
on pienessä ribosomiyksikössä 16S rRNA- ja eukariooteilla 18S rRNA-molekyyli, jota 
koodaavia geenejä voidaan käyttää mikrobidiversiteetin tutkimiseen.  Nämä geenit ovat 
yleisesti esiintyviä, niillä on sama tehtävä mikro-organismeissa ja lisäksi ne sisältävät 
sekä vaihtelevia että hyvin säilyneitä alueita. Erityisesti tietoa prokarioottien 16S rRNA-
geeneistä on laajasti saatavilla kansainvälisissä geenitietokannoissa. 18S rRNA-geenien 
sekvenssejä on tutkittu hiivoilla ja muilla sienillä. (Madigan ja Martinko 2006; Sal-
kinoja-Salonen 2002). PCR-menetelmää voidaan käyttää näytteen mikrobien 16S tai 
18S rRNA-geenien monistukseen ja näitä geenejä edelleen näytteen mikrobidiversitee-
tin tutkimiseen. 
Rauch et al. (2006) eristivät bakteereita lentopetrolinäytteistä ja tunnistivat niitä 16S 
rRNA-geenien sekvensoinnilla PCR-menetelmän avulla. He tunnistivat kaikkiaan 16 
bakteerilajia tällä menetelmällä. 
Kvalitatiiviset menetelmät 
Näytteen mikrobidiversiteetin tutkiminen 16S tai 18S rRNA-geenien avulla voidaan yh-
distää näiden geenien monistukseen PCR-menetelmän avulla ja PCR-tuotteina saatujen 
16S tai 18S rRNA-geenifragmenttien erotteluun erilaisten DNA profilointitekniikoiden 
avulla (taulukko 3.1). Eroteltujen 16S tai 18S rRNA-geenifragmenttien emäsjärjestys 
 14 
voidaan määrittää ja verrata niitä tietokantoihin, jolloin näytteessä esiintyvät mikrobila-
jit voidaan määrittää. 
Yhdistämällä PCR-menetelmä erilaisiin DNA profilointitekniikoihin voidaan mää-
rittää suurempi määrä näytteessä esiintyviä mikro-organismeja kuin kappaleessa 3.2.2 
kuvatuilla kasvatusmenetelmillä, mutta myös näitä menetelmiä rajoittavat rajalliset tie-
tokannat. Vaikka tällä hetkellä tunnetaan useita tuhansia prokarioottilajeja, niiden koko-
naismäärän on arvioitu olevan kaikkiaan jopa kymmenkertainen nykyisin tunnettuihin 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Kvantitatiivisessa polymeraasiketjureaktiossa (q-PCR) määritetään polymeraasiketjure-
aktion kohde DNA-sekvenssin määrä PCR-tuotteiden määrän perusteella. Määritys voi-
daan tehdä päätepistemäärityksenä tai reaaliaikaisena määrityksenä. Kun kohde DNA-
sekvenssi on valittu sopivasti, sen määrän perusteella voidaan määrittää näytteen mik-
robien lukumäärä. (Kaksonen 2009; Freeman et al. 1999) 
Päätepistemäärityksessä jokaisen PCR-synteesisyklin jälkeen otetaan PCR-
tuotteesta näyte. Näyte analysoidaan geelielektroforeesilla ja DNA:n määrä jokaisen 
syklin jälkeen määritetään. Näytteitä otetaan PCR-monistuksen eksponentiaalivaiheen 
aikana, jolloin teoriassa kopioitavan DNA-molekyylin määrä kahdentuu kunnes reak-
tioseoksen ainesosien määrä tulee rajoittavaksi (tasannevaihe). (Kaksonen 2009; Free-
man et al. 1999) Kohde DNA-sekvenssin määrä voidaan laskea seuraavan yhtälön avul-
la (Freeman et al. 1999): 
 
P = T·(1+E)n         (3.1) 
 
missä   P = PCR-tuotteiden määrä 
T = alkuperäisen DNA-sekvenssin määrä 
 E = PCR-synteesisyklin aikana kopioituneen DNA:n osuus (0…1) 
 n = PCR-synteesisyklien lukumäärä 
 
Reaaliaikaisessa määrityksessä PCR-tuotteen määrää seurataan reaaliaikaisesti PCR-
prosessin aikana PCR-laitteessa esimerkiksi kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvan fluo-
resoivan väriaineen avulla. Määrityksessä käytetään standardinäytteitä, joissa on vaihte-
leva pitoisuus kohde DNA-sekvenssiä.  Jokaisen standardinäytteen alkupitoisuudelle 
saadaan kynnysarvo huomioimalla taustafluoresenssi. Alkupitoisuuksien kynnysarvojen 
perusteella voidaan määrittää standardisuora, jonka perusteella tuntemattoman näytteen 
kohde DNA-sekvenssin määrä voidaan määrittää. (Kaksonen 2009; Freeman et al. 
1999)  
Kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota on käytetty paljon erilaisissa käyttökoh-
teissa ja esimerkkejä ympäristösovelluksista on esitetty taulukossa 3.2. Aiemmin käytet-
tiin pääasiassa päätepistemääritystä kohde DNA-sekvenssin määrän analysointiin, mutta 
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4. MIKROBIEN ESIINTYMINEN JA KASVU 
POLTTOAINEIDEN VARASTOINNISSA JA JAKE-
LUSSA 
4.1. Polttoaineiden soveltuvuus mikrobien ravinnoksi 
Mikro-organismit tarvitsevat erilaisia ravinteita biosynteesiin ja energiantuottoon. Mak-
roravinteita tarvitaan suuria määriä ja niistä tärkeimmät ovat hiili ja typpi. Tyypillisessä 
bakteerisolussa on noin 50 %TS hiiltä ja 12 %TS typpeä. Hiilenlähteitä ovat joko or-
gaaniset hiiliyhdisteet (esimerkiksi aminohapot, rasvahapot, orgaaniset hapot, sokerit, 
orgaaniset typpiyhdisteet, aromaattiset yhdisteet) tai epäorgaaninen hiilidioksidi (auto-
trofisille mikrobeille). (Madigan ja Martinko 2006; Passman 2003) Erilaiset polttoaineet 
tarjoavat hyvän hiilenlähteen erilaisille mikro-organismeille (Yemashova et al. 2007). 
Polttoaineiden hiilivetyjen on tiedetty ylläpitävän mikrobien kasvua jo yli 70 vuoden 
ajan (Van Hamme et al. 2003). 
Typpi on tärkeä proteiinien, nukleiinihappojen ja useiden muiden solurakenteiden 
aineosa. Luonnossa typpeä esiintyy sekä epäorgaanisessa että orgaanisessa muodossa. 
Epäorgaanisia typen lähteitä ovat ammoniakki (NH3), nitraatti (NO3-) ja typpikaasu 
(N2). Useimmat bakteerit pystyvät käyttämään ammoniakkia typenlähteenään ja monet 
myös nitraattia. Muita makroravinteita ovat fosfori, rikki, kalium, magnesium, kalsium 
ja natrium. (Madigan ja Martinko 2006; Passman 2003) 
Mikroravinteita tarvitaan huomattavasti vähemmän kuin makroravinteita, mutta ne 
ovat välttämättömiä mikrobien kasvulle ja toiminnalle. Mikroravinteita ovat muun mu-
assa koboltti, kupari, rauta, mangaani ja nikkeli. (Madigan ja Martinko 2006; Passman 
2003) 
4.1.1. Mineraalidiesel ja lentopetroli 
Mineraalidiesel koostuu pääasiassa C15-C22 alkaaneista ja sen molekyylipaino on 
yleensä 212 – 294 g/mol. Lentopetroli koostuu pääasiassa C10-C16 alkaaneista ja sen 
molekyylipaino on yleensä 156 – 226 g/mol. (Gaylarde et al. 1999) Lentopetroli sisältää 
aromaattisia hiilivetyjä alle 26.5 % ja mineraalidiesel polyaromaattisia hiilivetyjä (kak-
si- ja kolmirenkaisia sekä raskaampia aromaatteja) alle 11 paino-% (Neste Oil Oyj 
2009).  
Polttoaineita hiilen ja energian lähteenään käyttäviä mikro-organismeja esiintyy 
käytännössä kaikkialla: ilmassa, vedessä ja maaperässä. Hiilivetyjen biohajoavuus pie-
nenee seuraavassa järjestyksessä: n-alkaanit, yksinkertaiset aromaattiset hiilivedyt (esi-
 19 
merkiksi bentseeni ja tolueeni), haaroittuneet alkaanit, sykloalkaanit, isopreenit ja kon-
densoituneet polyaromaattiset hiilivedyt. (Yemashova et al. 2007). Suurin osa hiilivetyjä 
käyttävistä mikro-organismeista pystyy hapettamaan polttoaineita, joiden hiilivetyketju-
jen pituus on C10-C20 (Robbins ja Levy 2004). Lyhytketjuiset hiilivedyt, joilla on pieni 
molekyylipaino (esimerkiksi bensiinissä), voivat olla mikro-organismeille myrkyllisiä, 
koska ne liuottavat solukalvoja. Mikro-organismit voivat ottaa hiilivetyjä solujen sisälle 
kolmella eri mekanismilla: mikropisaroina (yleisin mekanismi yksisoluisilla organis-
meilla), makropisaroiden kuljetuksella tai yhdisteinä liukoisesta faasista (vain pienimo-
lekyyliset yhdisteet). (Morgan ja Watkinson 1994) 
Aerobiset olosuhteet 
Aerobisissa olosuhteissa alkaanien hajoamisessa ensimmäinen reaktio on alkaanien ha-
pettuminen, jota katalysoivat molekylaarista happea vaativat mono-oksigenaasi tai diok-
sigenaasi entsyymit. Alkaanien aerobisia hajoamisreittejä on esitetty kuvassa 4.1. Mo-
no-oksigenaasi hapettaa alkaanit primääriseksi alkoholiksi ja dioksigenaasi labiiliksi 
hydroperoksidivälituotteeksi, joka pelkistyy edelleen primääriseksi alkoholiksi. Yleensä 
ensimmäisenä hapettuu alkaanin terminaalinen metyyliryhmä, jolloin muodostunut pri-
määrinen alkoholi hapettuu edelleen aldehydiksi ja rasvahapoksi. Tämä on yleisin ha-
joamisreitti. Jos alkaaniketjun ei-terminaalinen metyyliryhmä hapettuu, muodostuu se-
kundäärinen alkoholi. Tämä hapettuu edelleen ketoniksi ja sitten esteriksi, joka hydro-
lyyttisesti pilkotaan hapoksi ja primääriseksi alkoholiksi. Primäärinen alkoholi hapete-
taan rasvahapoksi. Mikäli molemmat alkaanin terminaaliset metyyliryhmät hapettuvat, 
muodostuu dikarboksyylihappo. Tätä reaktiota kutsutaan ω-oksidaatioksi. Kaikissa ta-
pauksissa rasvahapon muodostumisen jälkeen yhdiste pilkkoutuu edelleen β-
oksidaatiolla. Rasvahappo muuntuu asyylikoentsyymi A-muotoon ja useat eri entsyymit 
katalysoivat rasvahapon muuntumista. β-oksidaatiossa yhdiste lyhenee kahdella hiiliyk-
siköllä ja sykli toistuu, kunnes alkaani on kokonaan mineralisoitunut hiilidioksidiksi ja 
vedeksi. β-oksidaatiosykli ei välttämättä vaadi molekylaarista happea, vaan rasvahapon 
hajoaminen voi tapahtua myös anaerobisissa olosuhteissa. (Atlas ja Bartha 1998; Mor-




Kuva 4.1. Alkaanien aerobisia hajoamisreittejä, joista terminaalinen on yleisin (Tekijän 
modifioima julkaisusta Fritsche ja Hofrichter 2005).  
 
Aromaattiset hiilivedyt hapettuvat dioksigenaasi entsyymin katalysoimana labiileik-
si cis,cis-dihydrodioleiksi, jotka spontaanisti muuttuvat edelleen katekoleiksi. Aromaat-
tisen hiilivetyrenkaan aerobinen hajoaminen on esitetty kuvassa 4.2. Aromaattinen ren-
gas aukaistaan joko ortho- tai meta-pilkkomisella. Ensimmäisessä vaihtoehdossa muo-
dostuu cis,cis-mukonihappo, joka muunnetaan edelleen β-ketoapidiinihapoksi ja hapete-
taan trikarboksyylikierron välituotteiksi. Toisessa vaihtoehdossa muodostuu 2-hydroksi-
cis,cis-mukonialdyhihapon johdannainen, joka edelleen muuntuu muurahaishapoksi, 
palorypälehapoksi ja asetaldehydiksi. (Atlas ja Bartha 1998; Schwartz ja Leathen 1976) 
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Kuva 4.2. Aromaattisen hiilivetyrenkaan aerobisen hajoaminen ortho- ja meta-
pilkkomisella (Tekijän modifioima julkaisusta Juhasz ja Naidu 2000).  
Anaerobiset olosuhteet 
Hiilivetyjen hajoaminen anaerobisissa olosuhteissa on huomattavasti hitaampaa kuin 
aerobisissa olosuhteissa. Hiilivetyjen anaerobinen hajoaminen rajoittuu myös rajalliseen 
määrään yhdisteitä ja on energiataloudellisesti huonompi vaihtoehto aerobiseen ha-
joamiseen verrattuna. (Atlas ja Bartha 1998; Schwartz ja Leathen 1976).  
Sulfaattia pelkistävät bakteerit hajottavat alkaaneja anaerobisissa olosuhteissa. An-
aerobinen hajoamisreitti on esitetty kuvassa 4.3. Ensimmäinen reaktio on alkaanin kar-
boksylaatio. Metyyliryhmä, joka karboksyloidaan voi olla terminaalinen tai alkaanin 
kolmas hiili. Jälkimmäisessä vaihtoehdossa hiiliketjun kaksi viimeistä hiiliryhmää pois-
tetaan, jolloin muodostuu rasvahappo. Ensimmäisessä vaihtoehdossa rasvahapon muo-
dostuminen tapahtuu ilman välireaktioita. Tämän jälkeen muodostunut rasvahappo pilk-
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koutuu edelleen β-oksidaatiolla. (So ja Young 1999; Young ja Phelps 2005) Myös de-
nitrifioivien bakteerien on havaittu hajottavan pitkäketjuisia alkaaneja anaerobisesti 
(Van Hamme et al. 2003). Aromaattisten hiilivetyjen anaerobisessa hajoamisessa en-
simmäinen reaktio on myös karboksylaatio. Tämän jälkeen aromaattinen hiilirengas 




Kuva 4.3. Alkaanien anaerobinen hajoamisreitti, jossa pääreitti on merkitty lihavoiduin 
nuolin (Tekijän modifioima julkaisusta So ja Young 1999).  
Lisäaineet ja muut ravinteet 
Mikro-organismien tarvitsemia muita makro- ja mikroravinteita on saatavilla varastosäi-
liön vesifaasissa ja pohjalietteessä. Fosfori on usein yksi kasvua rajoittavista ravinteista, 
koska sitä on saatavilla yleensä alle 1 ppm. Polttoaineen lisäaineet voivat myös olla 
makro- ja mikroravinteiden lähteitä. Esimerkiksi orgaaniset amiinit ovat sekä typen että 
fosforin lähde. (Robbins ja Levy 2004) 
Mineraalidieselin lisäaineilla on esitetty olevan polttoaineiden mikrobiologista ha-
joamista edistävä vaikutus. Bento ja Gaylarde (2001) vertasivat neljän homeen ja yhden 
hiivan (Hormoconis resinae, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Paecilomyces 
variotii ja Candida silvicola) kasvua lisäaineettomassa dieselissä kasvuun dieselissä, 
jossa oli lisäaineita. Käytettyjä lisäaineita olivat muun muassa pinta-aktiiviset aineet, 
korroosionestoaineet ja setaanilukua parantavat aineet. Bento ja Gaylarde (2001) eivät 
havainneet näiden lajien kasvussa eroa. Näiden mikro-organismien on kuitenkin todettu 
voivan käyttää polttoainetta hiilenlähteenä (taulukko 4.1, s. 24).  
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4.1.2. Biodiesel (FAME) 
Biodiesel sisältää C12-C22 rasvahappojen metyyliestereitä ja se ei sisällä aromaattisia 
hiilivetyjä (Malkki 2006; Demirbas 2005). Rasvahappojen metyyliestereiden hajottami-
nen vaatii vain yhden hydrolyyttisen entsymaattisen reaktion ennen kappaleessa 4.1.1 
kuvattua yhdisteen pilkkoutumista β-oksidaatiolla. Tyydyttymättömien rasvahappojen 
hapetus vaatii kaksi lisäreaktiota tyydyttyneiden rasvahappojen hapetukseen verrattuna 
niissä olevien kaksoissidosten takia. Cis,trans-isomeraatiossa kaksoissidoksen trans-
konfiguraation cis-konfiguraatioksi. Epimerisaatiossa yhdisteen D-rakenne muuttuu L-
rakenteeksi. Nämä reaktiot muuttavat yhdisteen rakenteen sellaiseksi, että β-
oksidaatiosykli on mahdollinen. (Owsianiak et al. 2009; Schleicher et al. 2009; Camp-
bell ja Farrell 2005) 
Ympäristön pH:n ollessa 6.0 – 7.0, suurin osa mikro-organismeista voi käyttää pit-
käketjuisia (C12-C18) rasvahappoja hiilenlähteenä. Biodiesel on siis hyvä ja energiata-
loudellisesti parempi hiilenlähde aerobisille mikro-organismeille kuin mineraaliöljypoh-
jainen polttoaine. (Owsianiak et al. 2009; Ratledge 1994) 
4.1.3. Uusiutuvista raaka-aineista valmistettu diesel  
Uusiutuvista raaka-aineista valmistettu diesel koostuu C12-C26 alkaaneista ja se ei si-
sällä aromaattisia hiilivetyjä (Neste Oil Oyj 2009). Alkaanien aerobinen ja anaerobinen 
hajoaminen on kuvattu kappaleessa 4.1.1. 
4.2. Polttoaineiden mikrobidiversiteetti 
Mikrobidiversiteetti voidaan määritellä useilla eri tavoilla. Griffithsin et al. (1997) mu-
kaan diversiteetillä voidaan tarkoittaa lajirunsautta (erilaisten lajien lukumäärää), lajien 
lukumäärän tasaisuutta (eri lajien yksilöiden suhteellista osuutta koko organismimääräs-
tä) tai lajikoostumusta (eri lajien tyyppejä ja suhteellisia osuuksia). Tässä mirkobidiver-
siteetillä tarkoitetaan lajirunsautta, joka on määritettävissä tällä hetkellä käytössä olevil-
la menetelmillä. 
4.2.1. Mineraalidiesel ja lentopetroli 
Mineraalidieselin ja lentopetrolin mikrobidiversiteettiä on tutkittu paljon. Mineraaliöl-
jypohjaisissa polttoaineissa ja niiden varastoinnissa esiintyneitä mikro-organismeja on 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































4.2.2. Biodiesel (FAME) 
Biodieselpolttoaineissa esiintyneistä mikro-organismeista ei tällä hetkellä ole saatavilla 
julkaistua tietoa. Rasvahappojen hyväksikäyttö on kuitenkin hyvin yleinen aerobisten 
mikro-organismien aineenvaihdunnallinen ominaisuus. Rasvahappoja käyttäviä mikro-
organismeja on tutkittu paljon ja esimerkiksi Vuillemin et al. (1981) löysivät 857 mikro-
organismia, jotka käyttivät C10-C18 rasvahappoja hiilenlähteenä. (Ratledge 1994) To-
dennäköisesti biodieselissä esiintyvien mikro-organismien diversiteetti on suurempi 
kuin mineraaliöljypohjaisissa polttoaineissa esiintyvien mikro-organismien. 
4.3. Haitallisimmat mikrobit 
Rihmasienet ja solun ulkoisia polysakkarideja muodostavat bakteerit aiheuttavat tukkeu-
tumisongelmia putkissa, venttiileissä, suodattimissa ja vedenpoistopisteissä sekä aiheut-
tavat mitta-antureiden vääriä arvoja biofilmin muodostumisen seurauksena (Robbins ja 
Levy 2004; Gaylarde et al. 1999). Hormoconis resinae voi olla merkittävä ongelma len-
topetrolisäiliössä, erityisesti alumiiniseoksista valmistetuissa säiliöissä aiheuttaen kor-
roosiota sekä pinnoitteiden kulumista ja rikkoutumista. H. resinae pystyy käyttämään 
polttoaineen hiilivetyjä kasvuunsa ja pystyy selviytymään korkeille lentokorkeuksille 
tyypillisissä, hyvin matalissa lämpötiloissa. (Gaylarde et al. 1999; Lopes ja Gaylarde 
1996) Polttoainesäiliöiden korroosioon vaikuttavat eniten anaerobiset sulfaattia pelkis-
tävät bakteerit, jotka tuottavat myös myrkyllistä rikkivetykaasua (Gaylarde et al. 1999). 
Muutaman ppm:n rikkivetypitoisuus vedessä voi vastata tappavaa rikkivetypitoisuutta 
(> 700 ppm) ilmassa. Rikkivety voi olla hyvin ärsyttävää 100 – 300 ppm pitoisuudessa 
ja aiheuttaa huimausta 300 ppm pitoisuudessa. (Robbins ja Levy 2004) Erittäin pato-
geenisten mikrobien esiintyminen polttoaineissa on hyvin epätodennäköistä (Passman 
2003). Mikrobikontaminaation vaikutuksia polttoaineiden laatuun ja niiden varastoita-




5. POLTTOAINEIDEN MIKROBIOLOGINEN 
KONTAMINAATIO 
5.1. Kontaminaation alkuperä ja leviäminen jakelussa 
Polttoaineita hiilen ja energian lähteenään käyttäviä mikro-organismeja esiintyy käytän-
nössä kaikkialla: ilmassa, vedessä ja maaperässä. Pilaantumattomassa maaperässä on 
arvioitu olevan 100 – 1000 hiilivetyjä hapettavaa mikrobia/1 g maata. (Yemashova et al. 
2007) Mikro-organismit pääsevät polttoaineisiin usein eri tavoin, muun muassa tuule-
tus- ja pumppausjärjestelmien kautta, likaantuneen pesuveden mukana ja säiliöiden sei-
nämissä kasvavista biofilmeistä (Yemashova et al. 2007; Gaylarde et al. 1999). 
Bakteerit ja hiivat ovat yleensä ensimmäisiä havaittavia organismeja polttoainejär-
jestelmissä. Niiden kasvun seurauksena muodostuu homeille sopiva kasvuympäristö, 
jossa on molekyylipainoltaan pienempiä rasvahappoja ja matalampi pH. Biomassan 
kasvaessa riittävän suureksi muodostuu anaerobisia mikroympäristöjä, jonka seuraukse-
na anaerobisten sulfaattia pelkistävien bakteerien kasvu mahdollistuu. (Bento ja Gaylar-
de 2001) 
5.2. Polttoaineiden varastointi ja jakelu mikrobien kasvuympä-
ristönä 
5.2.1. Fysikaaliset ja kemialliset olosuhteet varastoinnissa  
Mikrobien kasvuun vaikuttavat useat fysikaaliset ja kemialliset tekijät, kuten happipitoi-
suus, hapetus-pelkistys-potentiaali, veden saatavuus, lämpötila, pH, ravinteiden saata-
vuus, osmoottinen paine ja suolapitoisuus (Passman 2003). Polttoaineiden soveltuvuus 
mikrobien ravinnoksi on esitetty kappaleessa 4.1. 
Happipitoisuus 
Mikrobien hapentarve ja -sieto vaihtelevat ja ne voidaan jakaa tämän mukaan eri ryh-
miin. Ehdottomat aerobit vaativat happea, kun taas fakultatiiviset aerobit eivät vaadi 
happea, mutta kasvavat paremmin hapellisissa olosuhteissa. Mikroaerofiiliset mikrobit 
kasvavat parhaiten pienessä happipitoisuudessa. Anaerobiset mikrobit eivät pysty aero-
biseen respiraatioon, vaan ne käyttävät muita energiantuottomenetelmiä. Aerotolerantit 
anaerobit sietävät happea, mutta hapelliset olosuhteet eivät vaikuta niiden kasvuun. Eh-
dottomat anaerobit vahingoittuvat tai kuolevat hapellisissa olosuhteissa. (Madigan ja 
Martinko 2006; Passman 2003) 
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Lentopetrolissa voi olla yli 300 ppm liuennutta happea (Robbins ja Levy 2004). 
Biodieselin happipitoisuus on noin 11 paino-%. Mineraaliöljypohjaisessa dieselissä ei 
ole happea liuenneena. (Neste Oil Oyj 2009) Happi voi diffundoitua melko helposti hii-
livetypohjaisen polttoaineen läpi vesifaasiin (Allsopp et al. 2004). Hapen liukoisuus 
puhtaaseen veteen on 25ºC lämpötilassa on 8.24 mg/l (Metcalf & Eddy 1991, s. 1258) ja 
kaasujen liukoisuus veteen pienenee lämpötilan kohotessa (Laitinen ja Toivonen 1991). 
Happipitoisuuden muutos sekoittumattoman kontaminoituneen polttoaineen varastosäi-
liön vesifaasissa on esitetty kuvassa 5.1 (s. 36).  
Hapetus-pelkistys-potentiaali 
Monet entsymaattiset reaktiot ovat hapetus-pelkistys-reaktioita, joissa yksi yhdiste ha-
pettuu ja toinen pelkistyy. Organismien kyky hapetus-pelkistys-reaktioihin riippuu ym-
päristön hapetus-pelkistys-potentiaalista (Eh). Ehdottomat aerobit voivat olla metaboli-
sesti aktiivisia ainoastaan Eh-potentiaalin ollessa positiivinen ja ehdottomat anaerobit 
ainoastaan Eh-potentiaalin ollessa negatiivinen. Fakultatiiviset aerobit voivat toimia laa-
jalla Eh-potentiaalialueella ja voivat käyttää sekä happea että vaihtoehtoisia elektroniak-
septoreita. (Atlas ja Bartha 1998) 
Hapen läsnäolo vaikuttaa merkittävästi Eh-potentiaaliin. Ilmakehän Eh-potentiaali on 
+800 mV ja hapellisten vesien noin 400 – 500 mV. Hapettomassa maaperässä ja sedi-
menteissä Eh-potentiaali on negatiivinen, runsaasti orgaanista ainetta sisältävissä sedi-
menteissä jopa -450 mV. (Atlas ja Bartha 1998) Eh-potentiaalin muutos sekoittumatto-
man kontaminoituneen polttoaineen varastosäiliön vesifaasissa on esitetty kuvassa 5.1 
(s. 36). 
Veden saatavuus 
Vesi on kaikille organismeille elämisen edellytys ja veden saatavuus vaikuttaa niiden 
kasvuun. Veden saatavuutta kuvataan veden aktiivisuudella (aw), joka on aineen tai liu-
oksen kanssa tasapainotilassa olevaan ilman höyrynpaineen suhde puhtaan veden höy-
rynpaineeseen. Sen lukuarvot vaihtelevat välillä 0 – 1. (Madigan ja Martinko 2006; 
Passman 2003) 
Suurin osa tunnetuista bakteereista ei kasva veden aktiivisuuden ollessa alle 0.95, 
mutta jotkin suolaisessa ympäristössä viihtyvät (halofiilit) bakteerit voivat kasvaa veden 
aktiivisuuden ollessa 0.75. Jotkin hiivat ja homeet voivat kasvaa veden aktiivisuuden 
ollessa 0.60. Erittäin kuivassa ympäristössä kasvavia organismeja kutsutaan kserofii-
leiksi. (Madigan ja Martinko 2006; Passman 2003) 
Eurooppalaisen dieselstandardin (SFS-EN 590) mukaan mineraalidieselin vesipitoi-
suuden yläraja on 200 mg/kg (0.02 % tai 200 ppm) ja eurooppalaisen biodieselstandar-
din (SFS-EN 14214) mukaan biodieselin vesipitoisuuden yläraja on 500 mg/kg. Poltto-
aineen vesiliukoisuus on verrannollinen polttoaineen lämpötilaan, hiilivetyketjujen pi-
tuuteen sekä aromaattisten hiilivetyjen määrään. Lyhyet hiilivetyketjut liuottavat 
enemmän vettä kuin pitkäketjuiset. Lentopetrolissa on 1 ppm vettä jokaista yli 0°C läm-
pötila-astetta kohti. Aromaattinen hiilivety-yhdiste voi liuottaa viisi kertaa enemmän 
vettä kuin suoraketjuinen hiilivety-yhdiste. (Robbins ja Levy 2004)  
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Merkittävälle mikrobikasvulle riittävä vesipitoisuus on 1 %, mutta itiöiden elinky-
kyisyyden ylläpitämiseksi riittää 5 – 80 ppm vesipitoisuus polttoainejärjestelmässä 
(Yemashova et al. 2007; Gaylarde et al. 1999). Polttoaineen vedenpidätyskyky kasvaa 
lämpötilan kohotessa, joten polttoaineen jäähtyessä vesi tiivistyy erilleen (Passman 
2003). Saastamoinen (1996) arvioi polttoaineen veden aktiivisuudeksi 0.0016 käyttäen 
heksadekaania polttoaineseoksen malliaineena. Veden aktiivisuus polttoaineen ja vesi-
faasin rajapinnalle muodostuvassa biofilmissä on suurempi kuin 0.99 (Passman 2003). 
Lämpötila 
Lämpötila on yksi merkittävimmistä mikrobien kasvua ja hengissä säilymistä säätelevä 
ympäristötekijä. Optimilämpötilassa entsymaattiset reaktiot tapahtuvat maksiminopeu-
della. Maksimilämpötilan yläpuolella solu ei enää kykene toimimaan normaalisti, ja 
kasvu ei ole mahdollista. Minimilämpötilan alapuolella kasvua ei enää tapahdu. (Madi-
gan ja Martinko 2006) 
Organismit on jaoteltu erilaisiin ryhmiin niiden optimilämpötila-alueiden mukaan. 
Psykrofiilisten mikrobien optimilämpötila on alle 15ºC. Psykrotoleranttien optimiläm-
pötila on 20 – 40ºC, mutta ne kasvavat myös 0ºC:ssa. Mesofiilisten mikrobien kasvun 
optimilämpötila on 25 – 40°C. Termofiilisten mikrobien lämpötilaoptimi on yli 45ºC ja 
hypertermofiilisten yli 80ºC. Korkeita lämpötiloja sietäviä mikrobeja kutsutaan termoto-
leranteiksi. (Madigan ja Martinko 2006)  
Polttoaineissa kasvavien mikro-organismien on havaittu esiintyvän lämpötila-
alueella 4 – 60°C. Hiilivetyjä hapettavien mikro-organismien diversiteetin on havaittu 
olevan suurin lämpötilan ollessa 25 – 30°C. (Yemashova et al. 2007; Chung et al. 2000) 
Mikrobien kasvu ja entsymaattiset reaktiot tapahtuvat yleisesti hitaammin matalassa 
lämpötilassa korkeaan lämpötilaan verrattuna. Tästä syystä polttoaineen laadun biologi-
nen heikentyminen tapahtuu nopeammin trooppisessa ja lauhkeassa ilmastossa kuin na-
paseudun ilmastossa. (Passman 2003) 
pH 
Jokaisella organismilla on optimi-pH sekä pH-alue, jossa se toimii. Matalaa pH:ta suo-
sivia mikrobeja kutsutaan asidofiileiksi ja korkeaa pH:ta suosivia puolestaan alkalifii-
leiksi. Suurin osa luonnossa esiintyvistä organismeista esiintyy pH-alueella 5 – 9. Ho-
meet ovat sietävät yleensä paremmin happamampia elinolosuhteita kuin bakteerit ja nii-
tä esiintyy eniten pH-alueella 4.5 – 6.5. (Madigan ja Martinko 2006; Passman 2003)  
pH kuvaa vesiliuoksen vetyionipitoisuutta eli happamuutta. Polttoaineesta voi olla 
mahdollista mitata happamuus tai emäksisyys, mutta ne eivät ole pH-arvoon verrattavia. 
Polttoaineesta tiivistyneen vesifaasin pH on tyypillisesti 6.8 – 8.5, mutta voi olla polt-
toineen ja vesifaasin rajapinnalle muodostuvassa biofilmissä huomattavasti matalampi. 
Puhtaan tai hyvin vähän kontaminoituneen polttoainesäiliön vesifaasin ominaisuudet 
ovat lähellä sadevettä (pH 6 – 7 ja heikosti puskuroitu). (Passman 2003) Polttoaineissa 
kasvavien mikro-organismien on havaittu esiintyvän pH-alueella 4 – 9, mutta ne kuiten-
kin suosivat neutraalia pH:ta (Yemashova et al. 2007). Polttoaineen varastosäiliön vesi-
faasin pH voi laskea hiilivetyjä käyttävien mikrobien toimesta näiden tuottaessa or-
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gaanisia happoja. Sulfaattia pelkistävät bakteerit puolestaan hyödyntävät orgaanisia 
happoja ja vesifaasin pH nousee. (Robbins ja Levy 2004) 
5.2.2. Mikrobien kasvu eri faaseissa 
Mikrobien on havaittu jakaantuvan epätasaisesti polttoaineiden varastoinnissa. Diesel-
polttoainesäiliön vesifaasissa mikrobipitoisuus oli 8.2 · 107 solua/ml ja säiliön syöttö- ja 
poistoputkien tasolla (aivan vesifaasin yläpuolella) 1.9 · 108 solua/ml. Polttoainefaasissa 
säiliön alaosassa havaittu mikrobipitoisuus oli 5.3 · 105 solua/ml, säiliön keskiosassa 
117 solua/ml ja säiliön yläosassa ei mikrobeita havaittu ollenkaan. (Yemashova et al. 
2007) 
Polttoainefaasi on vaikea elinympäristö suurimmalle osalle mikrobeista. Ainoastaan 
itiöt pystyvät selviytymään pitkiä aikoja elinkykyisinä polttoaineessa. Suurin osa poltto-
aineita kontaminoivista bakteereista ei muodosta itiöitä, joten ne pysyvät elinkykyisinä 
vain muutamia päiviä tai tunteja, elleivät ne ole vesipisaroissa. Hiivat selviytyvät pi-
dempään ja itiöitä tuottavat homeet rajattoman pitkän ajan. (Passman 2003) 
Biofilmi tarkoittaa mikrobien kasvuympäristöä, jossa mikrobiyhteisöt kasvavat pin-
taan kiinnittyneinä biofilmimatriisissa. Biofilmimatriisi edistää solujen kiinnittymistä 
toisiinsa ja/tai pintaan ja se koostuu tyypillisesti mikrobien tuottamista solunulkoisista 
polysakkarideista. Kiinnittymisprosessin aikana mikro-organismien fenotyyppi (il-
miasu) ja niiden geenien ilmentyminen muuttuvat. Luonnossa suurin osa mikrobeista on 
biofilmeissä, koska tällainen kasvutapa parantaa mikrobien selviytymistä ja kasvua. 
Biofilmi estää saalistajien ja myrkyllisten aineiden vaikutukset mikro-organismeille se-
kä tarjoaa parhaiten ravinteita yleensä ravinneköyhissä luonnon kasvuympäristöissä. 
(Madigan ja Martinko 2006; Salkinoja-Salonen 2002; Atlas ja Bartha 1998) 
Polttoainejärjestelmissä mikrobit kasvavat samoja periaatteita noudattaen kuin luon-
nossa ja ne muodostavat biofilmejä erilaisille rajapinnoille. Erilaisia rajapintoja poltto-
ainesäiliössä ovat polttoaine:ilma, polttoaine:säiliö, säiliö:ilma, polttoaine:vesi ja ve-
si:säiliö. Suurin osa (> 99 %) polttoainesäiliössä olevasta biomassasta on havaittu esiin-
tyvän biofilmeissä. Eniten biofilmiä muodostuu yleensä polttoaine- ja vesifaasien raja-
pinnalle, koska tässä rajapinnassa vettä ja ravinteita on parhaiten saatavilla. Biofilmin 
muodostus on mahdollista myös säiliön ja ilman rajapinnalle säiliön kaasutilassa, kun 
haihtuvia orgaanisia hiiliyhdisteitä (VOC) hyödyntävien homeille sopivat kasvuolosuh-
teet (riittävät ravinne- ja vesipitoisuudet) toteutuvat. Biofilmin muodostuminen antaa 
mahdollisuuden myös sellaisten mikrobien kasvulle, jotka eivät suoraan käytä polttoai-
netta hiilenlähteenään, vaan käyttävät niitä käyttävien mikrobien aineenvaihduntatuot-
teita ravinnokseen. (Passman 2003) 
Polttoainejärjestelmissä mikrobit, jotka eivät elä biofilmissä, yleensä laskeutuvat 
säiliön pohjalle. Pohjalietteestä vain pieni osa on biomassaa ja siellä tapahtuu pääosin 
sulfaatin pelkistys, koska pohjaliete on tyypillisesti anoksista (hapetonta). (Passman 
2003) 
Mikrobien tyypillinen jakautuminen sekoittumattomassa kontaminoituneessa poltto-
aineen varastosäiliössä on esitetty kuvassa 5.1. 
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Kuva 5.1. Mikrobien tyypillinen jakautuminen sekoittumattomassa kontaminoituneessa 
polttoaineen varastosäiliössä. Polttoainefaasissa esiintyy yleensä vain aerobisia mikro-
beja, jotka hitaasti laskeutuvat polttoaineen ja vesifaasin rajapintaan. Hiilivetyravintei-
den ja hapen määrät ovat suhteellisen korkeat rajapinnassa ja tämän seurauksena ae-
robisten mikrobien kasvua tapahtuu vedessä aivan polttoainefaasin alapuolella. Säiliön 
pohjalla happipitoisuus on pieni, hapetus-pelkistys-potentiaali (Eh) muuttuu negatiivi-
seksi ja anaerobisten sulfaattia pelkistävien bakteerien (SRB) kasvun seurauksena muo-
dostuu rikkiä (S). (Tekijän modifioima julkaisusta Passman 2003) 
5.2.3. Haitalliset mikrobipitoisuudet  
Raakaöljy ja polttoaineet voidaan luokitella lievästi tai erittäin kontaminoituneiksi nii-
den vesifaasissa esiintyvän mikro-organismimäärän perusteella. Lievästi kontaminoitu-
neessa vesifaasissa on noin 105 bakteeria/ml tai 103 – 104 hiivaa ja/tai hometta/ml, kun 
taas erittäin kontaminoituneessa vesifaasissa 106 – 108 bakteeria/ml tai 104 – 106 hiivaa 
ja/tai hometta/ml. Puhtaassa polttoaineessa on alle 50 mikro-organismia/ml, mutta vesi-
faasissa saattaa olla 104 bakteeria/ml. (Allsopp et al. 2004) Saybolt van Duyn BV (Saas-
tamoinen 1996 mukaan) esittää polttoaineen ja vesifaasin mikrobipitoisuuksille raja-
arvoja niissä esiintyvien bakteerien, hiivojen ja homeiden pesäkkeitä muodostavien yk-
siköiden (PMY) määrän perusteella. Vähän kontaminoituneessa polttoaineessa on alle 
0.5 PMY/ml ja kontaminoituneessa yli 10 PMY/ml. Epätarkalla alueella polttoaineessa 
on 0.5 – 10 PMY/ml. Pesäkkeitä muodostavien yksiköiden määrän normaalipitoisuus 
vesifaasissa on alle 500 PMY/ml ja kontaminoituneessa vesifaasissa yli 500 PMY/ml. 
(Saybolt van Duyn BV, Saastamoinen 1996 mukaan)  
Mikrobipitoisuuksien vaihtelut ovat suuria ja suuretkaan pitoisuudet eivät vält-
tämättä tarkoita polttoaineen olevan käyttökelvotonta (Koenig 1993, Saastamoinen 1996 
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mukaan). Polttoaineen laadun huonontumista tapahtuu todennäköisemmin polttoainejär-
jestelmässä, jossa on täysin kehittynyt biofilmi kuin polttoainejärjestelmässä, josta bio-
filmi on poistettu tai sitä ei ole muodostunut (Passman 2003).  
5.3. Kontaminaation vaikutukset polttoaineen laatuun ja varas-
toitavuuteen 
Mikrobikasvun on havaittu vaikuttavan polttoaineissa viidellä tavalla: 1) mikrobien fyy-
sisen läsnäolon haittavaikutukset (rihmasienet ja solunulkoisia polysakkarideja muodos-
tavat bakteerit), 2) mikrobien metabolian haittavaikutukset (lisäaineen hyödyllisyyden 
menetys) 3) mikrobien metaboliatuotteiden muodostuminen (orgaaniset hapot, rikkive-
ty, rikkihappo ja ammoniakki), 4) biolietteen muodostuminen ja 5) mikrobien aiheutta-
ma metallipintojen korroosio (Robbins ja Levy 2004; Chung et al. 2000).  
Mikrobikontaminaation vaikutuksia polttoaineen laatuun ja varastoitavuuteen on 
esitetty taulukossa 5.1. 
 
Taulukko 5.1. Kontaminaation vaikutukset polttoaineen laatuun ja varastoitavuuteen 
(Tekijän modifioima julkaisuista Robbins ja Levy 2004 sekä Gaylarde et al. 1999). 
Vaikutus Pääasiallinen aiheuttaja (mikro-organismi) 
Putkien, venttiilien, suodattimien ja vedenpoistopistei-
den tukkeutuminen sekä mitta-antureiden antamat vää-
rät arvot (biofilmin muodostumisen seurauksena) 
Homeet, rihmasienet, solun 
ulkoisia polysakkarideja 
muodostavat bakteerit 
Lisääntynyt vesimäärä Kaikki 
Lietteen muodostuminen Kaikki 
Pinta-aktiivisten aineiden tuotto, jonka seurauksena öl-
jyn/veden emulgoituminen, solujen irtoaminen öljyfaa-
siin ja lauhduttimen/vedenerottimen toimintahäiriöt 
Homeet, aerobiset bakteerit 
Säiliöiden ja putkien korroosio Homeet, anaerobiset baktee-
rit 
Kiintoaineen muodostuminen öljyfaasissa Kaikki 
Hiilivetyjen pilkkoutuminen Homeet, aerobiset bakteerit 
Suodattimien lyhentynyt käyttöikä Kaikki 
Injektorien likaantuminen Homeet, aerobiset bakteerit 
Polttoaineen kohonnut rikkipitoisuus 
Sulfaattia pelkistävät baktee-
rit 
Moottorin osien lyhentynyt käyttöikä Ei määritelty 




geenit, sulfaattia pelkistävät 
bakteerit 
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5.4. Kontaminaation ja mikrobien kasvun esto ja hallinta 
5.4.1. Varastointi- ja jakelurakenteet  
Varastointi- ja jakelurakenteiden suunnittelulla voidaan estää ja hallita mikrobikontami-
naatiota ja mikrobien kasvua. Tässä huomioitavia asioita on esitetty taulukossa 5.2. 
Maanpinnan yläpuolinen varastosäiliö, jonka pohja on kallistettu 30° kulmaan veden-
poiston helpottamiseksi, on helppo ylläpitää ja mikrobikontaminaation aiheuttamat on-
gelmat ovat vähäisempiä. Säiliön sisäpuolista pinnoitusta ja katodista suojausta käyte-
tään mikrobien aiheuttaman korroosion estoon. (Gaylarde et al. 1999) Ilman mukana 
kulkeutuvien mikrobien pääsyä polttoainejärjestelmään voidaan vähentää säiliön ilman-
vaihdon suunnittelulla (Allsopp et al. 2004). 
 
Taulukko 5.2. Varastointi- ja jakelurakenteissa huomioitavia asioita mikrobikontami-
naation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa. 
Toimenpide Lähde 
Säiliön sisäpuolinen pinnoitus ja katodinen suojaus Gaylarde et al. 1999 
Maanpinnan yläpuolinen varastosäiliö (helpommat 
vedenpoistojärjestelyt) Gaylarde et al. 1999 
Säiliön ilmanvaihdon suunnittelu Allsopp et al. 2004 
 
5.4.2. Fysikaaliset toimenpiteet 
Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käytettäviä fysikaali-
sia toimenpiteitä on esitetty taulukossa 5.3. Koska vesi on elintärkeä mikro-organismien 
kasvulle ja elinkykyisyydelle, säännöllinen ja huolellinen vedenpoisto on tärkeä ja ensi-
sijainen toimenpide mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa. Polttoaineen kuumennus 
on yksi tapa torjua mikro-organismien kasvua, mutta suurten säiliöiden kuumennus riit-
tävän korkeaan lämpötilaan on vaikeaa ja vaatii suuria määriä energiaa. (Yemashova et 
al. 2007) Korkean lämpötilan (> 40 – 60ºC) on havaittu heikentävän biodieselin öljyn 
pysyvyysindeksiä (OSI, oil stability index) ja edistävän biodieselin hajoamista (Dunn 
2008; Leung et al. 2006). Öljyn pysyvyysindeksi kuvaa rasva- ja öljynäytteiden suhteel-
lista hapetuskestävyyttä (Dunn 2008). Elektromagneettinen säteilyn käyttö mikrobien 
kasvun estossa perustuu sen mikro-organismien soluseinämiä rikkovaan vaikutukseen. 
Erilaisten öljytuotteiden sterilointimenetelmä UV-säteilyn ja supersuuren värähdystaa-







Taulukko 5.3. Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käy-
tettäviä fysikaalisia toimenpiteitä. 
Toimenpide Lähde 
Siisteys ja säännöllinen puhdistus Yemashova et al. 2007; Gaylarde et al. 1999 
Säännöllinen ja huolellinen vedenpoisto varastosäili-
östä 
Yemashova et al. 2007; 
Gaylarde et al. 1999 
Suodatus Boychenko et al. 2008; Ye-
mashova et al. 2007 
Ultravioletti- tai sähkömagneettinen säteily (kehitteil-
lä) 
Boychenko et al. 2008; Ye-
mashova et al. 2007 
Ultraäänikäsittely Yemashova et al. 2007 
Kuumennus Yemashova et al. 2007 
 
5.4.3. Kemikaalit  
Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käytetyt kemikaalit 
vaikuttavat pääosin kolmella eri mekanismilla. Kemikaali voi reagoida solun ulkopuo-
listen rakenteiden kanssa tai solun sisäisesti solukalvojen tai sytoplasman rakenteiden 
kanssa. (Yemashova et al. 2007) 
Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käytetyn kemi-
kaalin tulisi täyttää seuraavat vaatimukset (Yemashova et al. 2007; Gaylarde et al. 
1999): 
• Ei haittavaikutuksia polttoaineen laadulle 
• Kemiallinen ja fyysinen yhteensopivuus polttoaineen ja sen lisäaineiden kanssa 
• Ei haittavaikutuksia moottoreille, pumpuille ynnä muille 
• Toimii laajalle kirjolle mikro-organismeja 
• Läpäisee mikrobien tuottaman liman 
• Tehokkuus pienissä pitoisuuksissa (1 – 100 ppm) 
• Pitkävaikutteisuus 
• Kemiallinen ja lämpökestävyys 
• Sopiva vesi-öljy-faasien jakaantumiskerroin 
• Biohajoavuus ja ympäristöystävällisyys 
• Turvallisuus ja varastoinnin helppous 
• Kustannustehokkuus  
Passman (2003) mukaan biosidikemikaaleja ei tyypillisesti käytetä polttoaineen lisä-
aineen tapaan, koska mikrobeita esiintyy pääasiassa polttoainejärjestelmän vesifaasissa 
ja vähän polttoainefaasissa. Sekä polttoaine- että vesifaasiin liukeneva biosidikemikaali 
on tehokkain käytettynä kiinteäkattoisissa, pitkäaikaiseen varastointiin tarkoitetuissa 
polttoainesäiliöissä. Vesiliukoiset kemikaalit puolestaan soveltuvat polttoainejärjestel-
mille, joissa on suuri polttoaineen vaihtuvuus sekä polttoainevarastoille, joiden epäta-
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sainen pohja aiheuttaa veden kertymistä. (Passman 2003) Polttoaineeseen liukenevat 
biosidikemikaalit lisätään polttoainesäiliöön joko säiliön yläosan kautta (esim. tarkistus-
luukku tai putkiyhde), esisekoitettuna polttoaineeseen, annosteltuna suoraan säiliöön 
pumpattavaan polttoaineeseen tai annosteltuna säiliöön, joka on osittain täytetty poltto-
aineella. Vesiliukoiset biosidikemikaalit lisätään suoraan polttoainesäiliön vesifaasiin. 
(Robbins ja Levy 2004) 
Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käytettäviä ke-
mikaaleja on esitetty taulukossa 5.4. Laboratoriokokeissa isotiatsoliiniyhdisteiden ja 
kvaternaariset ammoniumemästen on havaittu olevan tehokkaimpia polttoainesäiliöiden 
suojauksessa, kun taas glutaarialdehydin ja formaldehydia vapauttavan aineen havaittiin 
toimivan vain korkeissa pitoisuuksissa, jos silloinkaan. Vähän kontaminoituneen poltto-
aineen tehokkaaksi kemikaaliannostukseksi riitti 0.1 ppm ja erittäin kontaminoituneen 
kemikaaliannostukseksi vaadittiin 10 ppm. (Yemashova et al. 2007; Allsopp et al. 
2004). Biosidikemikaalit vaativat yleensä 12 – 24 tunnin kontaktiajan ollakseen mah-
dollisimman tehokkaita. Hoitotoimenpiteet ja biosidikemikaalin annostus ovat yleensä 
tapauskohtaisia ja kemikaalin toimittaja antaa yksityiskohtaiset ohjeet kemikaalien käyt-
töön (Passman 2003). 
 
Taulukko 5.4. Mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun estossa ja hallinnassa käy-
tettäviä kemikaaleja. 
Kemikaali Lähde 
Öljyyn liukenevia: isotiatsoliiniyhdisteet, organoborii-
nit, pyridiinitioniini, heksahydrotriatsiini, imidatsoli-
karbamaatti 
Gaylarde et al. 1999 
Veteen liukenevia: morfoliinit, oksatsolidiinit, halidit, 
aldehydit, fenolit Gaylarde et al. 1999 
Kvaternaariset ammoniumemäkset, orgaaniset kloori-, 
jodi- ja bromiyhdisteet, monityydyttymättömät typpi-
pitoiset heterosykliset ja aromaattiset amiinit, jotkin 
metallit (kupari, nikkeli, kadmium, arseeni) 
Yemashova et al. 2007 
 
5.4.4. Biologinen torjunta  
Korenblum et al. (2008) tutkivat kahden Bacillus-kannan (B. licheniformis T6-5 ja 
B. firmus H2O-1) tuottamien mikrobeita tuhoavien aineiden vaikutusta B. pumilis LF4-
kannan ja sulfaattia pelkistävien bakteerien muodostamiin biofilmeihin. Näitä kaikkia 
mikrobeita on havaittu mineraaliöljypohjaisissa polttoaineissa ja niiden varastoinnissa 
(taulukko 4.1, s. 24). B. pumilis LF4-kannan biofilmin muodostus estyi mikrobeita tu-
hoavien aineiden läsnä ollessa. Lisäksi aineet poistivat ennalta kasvatetun biofilmin ja 
estivät sen uudelleenkasvun. Sulfaattia pelkistävien mikrobien elinkykyisyys ja biofil-
min kiinnittyminen heikkenivät huomattavasti mikrobeita tuhoavien aineiden läsnä ol-
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lessa. B. licheniformis T6-5 ja B. firmus H2O-1 –kantojen tuottamien mikrobeita tuhoa-
vien aineilla vaikuttaa olevan potentiaalia biofilmin muodostuksen estämisessä ja bio-
korroosion vähentämisessä. Polttoaineiden mikrobikontaminaation ja mikrobien kasvun 
estossa ja hallinnassa käytettäviä biologisia torjuntamenetelmiä ei kuitenkaan ole ilmei-
sesti vielä käytössä. 
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6. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
Tämän diplomityön kokeellisessa osuudessa tutkittiin kahta polttoainetta. Työn tarkoi-
tus oli tutkia polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi, mikrobien määrää ja 
diversiteettiä eri polttoaineissa, polttoaineiden pilaantumisen etenemistä sekä mikrobi-
kasvun hillitsemistä ja estoa. 
6.1. Mikrobien kasvu ja sen hallinta polttoaineissa 
Polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi tutkittiin kolmella eri mikrobien 
kasvutavalla: kiinteällä kasvatusalustalla, liukoisessa vesifaasissa sekä biofilmissä. 
6.1.1. Polttoaineiden soveltuvuus mikrobien ravinnoksi 
Kiinteä kasvatusalusta 
Tutkimuksen tarkoituksena oli verrata standardin IP 385/99 mukaista maljakasvatusme-
netelmää menetelmään, jossa polttoainetta 1 käytetään hiilenlähteenä kiinteässä kasva-
tusalustassa.  
Kiinteän kasvatusalustan mineraalisuolaliuos oli Hartmansin et al. (1989) mukainen 
(taulukko 6.1). Aineet punnittiin ja sekoitettiin MilliQ-veteen. Seos steriloitiin autokla-
voimalla 121°C:ssa 20 minuutin ajan. Kiinteään kasvatusalustaan lisättiin 1.5 paino-% 
(15 g/l) agaria ennen autoklavointia. Tätä mineraalisuolaliuosta on käytetty aiemmin 
polttoaineen biohajoamistutkimuksissa (Owsianiak et al. 2009).  
 
Taulukko 6.1. Hartmansin et al. (1989) mukainen mineraalisuolaliuoksen koostumus. 
Yhdiste Määrä 
K2HPO4 1.55 g/l 
NaH2PO4·2H2O 0.85 g/l 
(NH4)2SO4 2.0 g/l 
MgCl2·6H2O 0.1 g/l 
EDTA 10 mg/l 
ZnSO4·7H2O 2 mg/l 
CaCl2·2H2O 1 mg/l 
FeSO4·7H2O 5 mg/l 
Na2MoO4·2H2O 0.2 mg/l 
CuSO4·5H2O 0.2 mg/l 
CoCl2·6H2O 0.4 mg/l 
MnCl2·4H2O 1.22 mg/l 
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Tutkimuksessa käytetty näyte on esitetty taulukossa 6.2. Polttoainenäyte sterii-
lisuodatettiin tutkimusta varten. Tutkimuksessa kokeiltiin kahta tapaa saada polttoaine 1 
osaksi kiinteää kasvatusalustaa. Ensimmäisessä yrityksessä polttoaine 1 levitettiin sel-
laisenaan kiinteälle mineraalisuolakasvatusalustalle (V ≈ 25 ml). Levitystä kokeiltiin 0.2 
til-% ja 0.4 til-% määrillä polttoainetta 1. Toisessa yrityksessä 2.5 til-% polttoainetta 1 
levitettiin kasvatusmaljalle, mineraalisuolaelatusaine (V ≈ 25 ml) kaadettiin päälle, ela-
tusainetta sekoitettiin varovasti ja sen annettiin kiinteytyä. 
 
Taulukko 6.2.Polttoainetta sisältävän kiinteän kasvatusalustan tutkimisessa käytetty 
näyte. 
Numero Näyte Kuvaus 
P2 Polttoaine 1 28.1.2009 Väriltään kirkas, ei näkyvää sakkaa, säily-
tetty huoneen lämmössä 
Vesifaasi 
Tutkimuksen tarkoituksena oli rikastaa polttoaineessa 1 esiintyviä mikro-organismeja 
sekä analysoida polttoaineiden 1 ja 2 pilaantumista. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on 
esitetty taulukossa 6.3. 
 
Taulukko 6.3. Polttoaineiden 1 ja 2 pilaantumisen tutkimisessa käytetyt näytteet. 
Numero Näyte Kuvaus 
P1 Polttoaine 1 10.9.2008 Ruskeaa saostumaa (ruoste) pohjalla. Hie-
man vettä pohjalla. 
P2 Polttoaine 1 28.1.2009 Väriltään kirkas, ei näkyvää sakkaa, säily-
tetty huoneen lämmössä 
P3 Polttoaine 2 20.1.2009 Kirkas ei sameutta eikä sakkaa 
V4 
Polttoaine 1 (50 ml) + 
vesi (900 ml) 16.4.2009 
Vesinäyte polttoaineen 1 varastosäiliön ve-
sityksestä, pinnalla polttoainefaasi. Faasira-
japinnalla epäpuhtauksia. 
 
Polttoaineiden pilaantumista tutkittiin ja polttoaineessa 1 esiintyviä mikro-
organismeja rikastettiin rinnakkaisissa ravistelupullokokeissa. Kaikki ravistelupulloko-
keet suoritettiin 27°C:ssa 50 rpm:n ravistelussa 500 ml pulloissa. Kokonaisnestetilavuus 
pulloissa oli 150 ml, josta 50 til-% polttoainenäytettä ja 50 til-% vesifaasia. Vesifaaseja 
ei puskuroitu.  
Polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa käytettiin vesifaasina steriiliä MilliQ-
vettä ja steriiliä mineraalisuolaliuosta (taulukko 6.1, s. 42). Hiilenlähteenä käytettiin 
näytettä P2. Mikro-organismien siirrostukseen käytettiin 1 til-% 20× näytekonsentraattia 
näytteestä P1. Näytekonsentraatti valmistettiin suodattamalla 200 ml näytettä P1 0.45 
µm selluloosasuodattimen (Whatman) läpi, pesemällä suodatin 0.1 til-% polyoksiety-
leeni(20)sorbitaanimono-oleaatilla (Tween 80®, Merck Schuchardt OHG) ja huuhtomal-
la se ¼-vahvuisella Ringer’s liuoksella (Merck KGaA) standardin IP 385/99 mukaisesti. 
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Lopuksi mikrobit eluoitiin suodattimelta 10 ml:n ¼-vahvuista Ringer’s liuosta standar-
din IP 385/99 mukaisesti. Suodatukseen käytetyt välineet ja reagenssit olivat steriilejä.  
Polttoaineen 2 pilaantumisen tutkimisessa käytettiin vesifaasina suodatettua ja steri-
loitua näytettä V4 (polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesinäyte) ja steriiliä mine-
raalisuolaliuosta (taulukko 6.1, s. 42). Hiilenlähteenä käytettiin näytettä P3. Mikro-
organismien siirrostukseen käytettiin 0.01 til-% laimennosta polttoaineen 1 pilaantumi-
sen tutkimisessa rikastetusta biomassasta (polttoaine 1:mineraalisuolaliuos).  
Jokaisesta polttoaine ja vesifaasi-koejärjestelystä tehtiin kaksi rinnakkaista ja niille 
kaksi kontrollia. Kontrollit olivat negatiivinen (steriilisuodatettu polttoaine hiilenlähtee-
nä) ja ei-siirrostettu. Kuva koejärjestelyistä on esitetty kuvassa 6.1. 
 
Kuva 6.1. Polttoaineen 1 (kuva vasemmalla) ja polttoaineen 2 (kuva oikealla) pilaan-
tumisen tutkimisessa käytetyt koejärjestelyt. 
 
Polttoaineiden pilaantumista seurattiin ravistelupulloissa, kunnes biomassan kasvu 
oli silmämääräisesti merkittävää. Polttoaineessa 1 esiintyviä, rikastettuja mikro-
organismeja tarkasteltiin faasikontrastimikroskopialla Zeiss Axiocop 2 – mikroskoopilla 
(Zeiss).  Koepullot valokuvattiin kerran viikossa ja vesifaasista otettiin näyte pH:n, liu-
koisen orgaanisen hiilen (DOC) pitoisuuden ja haihtuvien rasvahappojen pitoisuuksien 
analysoimiseksi. Koepulloihin lisättiin vesifaasia otettua näytettä vastaava tilavuus.  
pH-mittaukseen käytettiin pH315i pH-laitetta ja pH-elektrodia (WTW) ja se suori-
tettiin näytteenottopäivänä.  DOC-pitoisuuden ja rasvahappojen pitoisuuden analysoin-
tia varten näytteet suodatettiin 0.45 µm polyeetterisulfonikalvon (Pall Life Sciences) 
läpi. DOC-pitoisuus määritettiin Shimadzu TOC-VCPH Total Organic Carbon – analy-
saattorilla (Shimadzu) ja määritys tehtiin standardin SFS-EN 1484 (1997) mukaisesti. 
Analyysissä käytettiin kolmea tai neljää standardi DOC-pitoisuusnäytettä tulosten luo-
tettavuuden varmistamiseksi. Rasvahappojen pitoisuus määritettiin HP 5890II – kaasu-
kromatografilla (Hewlett-Packard), jossa oli HP-INNOWax (19091N-013) kolonni ja 
liekki-ionisaatiodetektori (FID).  Injektorin lämpötila oli 200°C ja detektorin 220°C. 
Kantajakaasuna käytettiin heliumia. Kolonniuunin lämpötila oli ohjelmoitu seuraavasti: 
80°C 2 min ajan, lämpötilan nosto 100°C:een 20°C/minuutissa, lämpötilan nosto 
150°C:een 10°C/min ja lopuksi 150°C 5 min ajan. Näytteisiin lisättiin oksaalihappoa 
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ennen analyysiä. Analysoidut haihtuvat rasvahapot olivat etanoli, butanoli, asetaatti, 
propionaatti, butyraatti, isobutyraatti, pentaanihappo ja heptaanihappo.   
Biofilmi 
Biofilmin muodostumista tutkittiin polttoaineen 1 varastosäiliöiden pinnoitemateriaalil-
la päällystettyjen mikroskoopin objektilasien avulla. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on 
esitetty taulukossa 6.4. 
 
Taulukko 6.4. Biofilmin muodostumisen tutkimisessa käytetyt näytteet. 
Numero Näyte Kuvaus 
V4 
Polttoaine 1 (50 ml) + 
vesi (900 ml) 16.4.2009 
Vesinäyte polttoaineen 1 varastosäiliön ve-
sityksestä, pinnalla polttoainefaasi. Faasira-
japinnalla epäpuhtauksia. 
P5 Polttoaine 1 16.4.2009 
Polttoainenäyte, väriltään samea. Pohjalla 
runsaasti tummaa sakkaa (ruoste?) ja hie-
man vettä 
P6 Polttoaine 1 28.1.2009 Kirkas, puhdas 
P16 Polttoaine 1 15.12.2008 Näyte polttoaineen 1 varastosäiliön pesusta. 
 
Polttoaineen 1 varastosäiliöiden pinnoitus koostuu kolmesta materiaalikerroksesta. 
Ensimmäinen kerros on Inerta Primer 3, keskimmäinen kerros Inerta 51 ja pintakerros 
Inerta 50, väri TM-3714/95. Objektilasien päällystyksessä käytettiin samoja pinnoitema-
teriaaleja. Inerta Primer 3 on kaksikomponenttinen epoksireaktiopohjamaali,  Inerta 51  
on kaksikomponenttinen liuoteohenteinen epoksireaktiomaali ja Inerta 50 on kiiltävä, 
kaksikomponenttinen epoksireaktiopintamaali ja -lakka (Teknos Oy 2010).  
Pinnoitemateriaaleilla päällystetyt objektilasit sijoitettiin 50 ml polypropeeniputkiin, 
joissa oli 50 til-% polttoainenäytettä ja 50 til-% vesifaasia (kokonaistilavuus 34 ml). 
Hiilenlähteenä käytettiin näytettä P5. Vesifaaseja oli neljä: 1) puskuroitu ja steriili mine-
raalisuolaliuos (taulukko 6.1, s. 42), 2) steriili mineraalisuolaliuos (taulukko 6.1, s. 42) 
3) suodatettu, puskuroitu ja steriili näyte V4 ja 4) suodatettu ja steriili näyte V4. Näyte 
V4 oli polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä.  Vesifaasit puskuroitiin 250 mM 
Tris(hydroksimetyyli)aminometaanilla (TRIS-puskurilla). Jokaisesta polttoaine 1 ja ve-
sifaasi-koejärjestelystä tehtiin kaksi rinnakkaista ja niille yksi kontrolli. Kontrolli oli 
negatiivinen (steriilisuodatettu polttoaine hiilenlähteenä, näyte P6). Biofilmin muodos-
tumistutkimus tehtiin 27°C:ssa 100 rpm:n ravistelussa. Muoviputket olivat kallistettuina 
45° kulmaan. 
Biofilmin muodostusta tutkittiin myös pelkässä polttoaineessa. Koejärjestely oli sa-
ma kuin edellä, mutta muoviputkissa oli 34 ml polttoainenäytettä P16 (kaksi rinnakkais-
ta). Kontrollina käytettiin steriilisuodatettua polttoainetta (näyte P16). 
Tutkimusjakson lopuksi pinnoitemateriaaleilla päällystetyille objektilaseille muo-
dostuneet biofilmit valokuvattiin ja vesifaasien pH mitattiin kuten edellä.  Biofilmimik-
robien kokonaismäärät määritettiin fluoresoivan DNA-spesifisen DAPI-värjäyksen 
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avulla epifluoresessimikroskopialla kuten kappaleessa 6.2.2. DAPI-värjäystä varten nä-
kyvä biofilmi irrotettiin steriilisti ja liuotettiin 40 ml ¼-vahvuiseen Ringer’s liuokseen 
(Merck KGaA). Biofilmisuspensio suodatettiin kuten kappaleessa 6.2.2. 
6.1.2. Lämpötilan vaikutus mikrobikasvuun polttoaineessa 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 tutkittiin kolmessa 
lämpötilassa: 6°C, 27°C ja 37°C. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on esitetty taulukossa 
6.5. 
 
Taulukko 6.5. Lämpötilan vaikutuksen tutkimisessa mikrobikasvuun polttoaineessa 1 
käytetyt näytteet. 
Numero Näyte Kuvaus 
V4 
Polttoaine 1 (50 ml) + 
vesi (900 ml) 16.4.2009 
Vesinäyte polttoaineen 1 varastosäiliön ve-
sityksestä, pinnalla polttoainefaasi. Faasira-
japinnalla epäpuhtauksia. 
P6 Polttoaine 1 28.1.2009 Kirkas, puhdas 
P7 Polttoaine 1 28.1.2009 Kirkas, puhdas 
P8 Polttoaine 1 Kirkas, puhdas 
 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 tutkittiin rin-
nakkaisissa ravistelupullokokeissa. Kaikki ravistelupullokokeet suoritettiin 50 rpm:n 
ravistelussa 500 ml pulloissa. Kokonaisnestetilavuus pulloissa oli 150 ml, josta 50 til-% 
polttoainenäytettä ja 50 til-% vesifaasia. Vesifaasit puskuroitiin 250 mM 
Tris(hydroksimetyyli)aminometaanilla (TRIS-puskurilla). 
Hiilenlähteinä käytettiin näytteitä P6, P7 ja P8. Vesifaasina käytettiin puskuroitua ja 
steriiliä mineraalisuolaliuosta (taulukko 6.1, s. 42) kaikissa lämpötiloissa. Jokaisessa 
lämpötilassa tehtiin kaksi rinnakkaista koepulloa ja yksi kontrolli. Kontrolli oli ei-
siirrostettu, puskuroitua ja steriiliä mineraalisuolaliuosta sisältävä koepullo. 27°C läm-
pötilassa käytettiin vesifaasin vertailuna lisäksi suodatettua, puskuroitua ja steriiliä näy-
tettä V4 sekä puskuroitua ja steriiliä MilliQ-vettä (yksi koepullo kumpaakin). Mikro-
organismien siirrostukseen käytettiin 0.01 til-% laimennosta polttoaineen 1 pilaantumi-
sen tutkimisessa rikastetusta biomassasta (polttoaine 1:mineraalisuolaliuos), joka oli 
kasvatettu 27°C:ssa. Mikrobikasvua seurattiin mittaamalla vesifaasin absorbanssi mik-
robikasvun nopeuteen soveltuvin aikavälein. Koepulloihin lisättiin vesifaasia otettua 
absorbanssin mittaukseen otettua näytettä vastaava tilavuus. Vesifaasin absorbanssi mi-
tattiin 420 nm:ssä kvartsikyvetissä olevasta näytteestä Shimadzu UV 1601 spektrofoto-
metrillä (Shimadzu). Vertailunäytteenä käytettiin alkuperäistä vesifaasia. 
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6.1.3. Mikrobikasvun hillintä polttoaineessa 
Mikrobikasvun hillintää polttoaineessa 1 tutkittiin anaerobisissa olosuhteissa. Sekä tut-
kimukseen käytetyt polttoaine- ja vesifaasit käsiteltiin hapettomiksi typpikuplituksella. 
Tutkimuksessa käytetty näyte on esitetty taulukossa 6.6. 
 
Taulukko 6.6. Mikrobikasvun hillinnän tutkimisessa polttoaineessa 1 käytetty näyte. 
Numero Näyte Kuvaus 
P6 Polttoaine 1 28.1.2009 Kirkas, puhdas 
 
Mikrobikasvua anaerobisissa olosuhteissa polttoaineessa 1 tutkittiin rinnakkaisissa 
ravistelupullokokeissa. Kaikki ravistelupullokokeet suoritettiin 27°C:ssa 50 rpm:n ravis-
telussa 500 ml pulloissa. Kokonaisnestetilavuus pulloissa oli 150 ml, josta 50 til-% polt-
toainenäytettä ja 50 til-% vesifaasia. Vesifaasi puskuroitiin 250 mM 
Tris(hydroksimetyyli)aminometaanilla (TRIS-puskurilla). 
Hiilenlähteenä käytettiin hapetonta näytettä P6 ja vesifaasina hapetonta, puskuroitua 
ja steriiliä mineraalisuolaliuosta (taulukko 6.1, s. 42). Mikro-organismien siirrostukseen 
käytettiin 0.01 til-% laimennosta polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa rikastetusta 
biomassasta (polttoaine 1:mineraalisuolaliuos), joka oli kasvatettu 27°C:ssa. Tutkimuk-
sessa tehtiin kaksi rinnakkaista koepulloa ja yksi kontrolli. Kontrolli oli ei-siirrostettu, 
puskuroitua ja steriiliä mineraalisuolaliuosta sisältävä koepullo.  
Anaerobisten olosuhteiden aikaansaamiseksi koepulloihin annosteltavat polttoaine-
näytteet ja vesifaasit käsiteltiin hapettomaksi typpikuplituksella kaasutiiviissä 120 ml 
serumpulloissa. Polttoainenäytteiden ja vesifaasien siirto sekä mikro-organismien siir-
rostus koepulloihin tehtiin anaerobisessa tilassa. Tutkimusjakson lopuksi mitattiin vesi-
faasin absorbanssi mikrobikasvun todentamiseksi kuten kappaleessa 6.1.2. Vertailunäyt-
teenä käytettiin alkuperäistä vesifaasia. 
6.2. Mikrobit polttoaineessa 
Mikrobien lukumäärää polttoaineessa 1 tutkittiin standardin IP 385/99 mukaisen malja-
kasvatusmenetelmän ja mikroskopoinnin avulla sekä mikrobien diversiteettiä moleku-
laaristen menetelmien avulla. 
6.2.1. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt 
Standardin IP 385/99 mukaiset kasvualustat ovat tryptofaani-soija-agar (tryptone soya 
agar = TSA; CM 0131, Oxoid Ltd) ja mallasuuteagar (malt extract agar = MEA; Oxoid 
CM 0059, Oxoid Ltd). TSA-kasvatusalusta suosii bakteerien kasvua ja MEA-
kasvatusalusta hiivojen ja homeiden kasvua. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on esitetty 
taulukossa 6.7 ja kuvassa 6.2.  
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Taulukko 6.7. Mikrobien lukumäärän määrityksessä standardin IP 385/99 mukaisten 




P9 200 ml Polttoaine 1 10.9.2008 Ruskeaa saostumaa (ruoste) poh-jalla. Hieman vettä pohjalla. 
P10 400 ml Polttoaine 1 9.7.2008 Väriltään samea, sakkaa pohjalla. 
 
       Kuva 6.2. Polttoainenäytteet P9 ja P10. 
 
Mikrobien lukumäärän määritys polttoainenäytteistä tehtiin standardin IP 385/99 
menettelytavan B mukaisesti. Näyte suodatettiin 0.45 µm selluloosasuodattimen 
(Whatman) läpi, suodatin pestiin 0.1 til-% polyoksietyleeni(20)sorbitaanimono-
oleaatilla (Tween 80®, Merch Schuchardt OHG) ja huuhdottiin ¼-vahvuisella Ringer’s 
liuoksella (Merck KGaA). Mikrobit eluoitiin suodattimelta 10 ml:n ¼-vahvuista Rin-
ger’s liuosta. Suodatukseen käytetyt välineet ja reagenssit olivat steriilejä. 
Kasvatusalustoille maljattiin eluoidusta mikrobisuspensiosta 0.001×–1×-
laimennossarja. Jokaisesta laimennoksesta maljattiin kolme rinnakkaista kasvatusmal-
jaa. Maljaus suoritettiin steriilisti laminaarissa. Kasvatusalustoita inkuboitiin 27°C läm-
pötilassa viiden vuorokauden ajan. Pesäkkeiden lukumäärä tarkistettiin kolmen vuoro-
kauden inkuboinnin jälkeen ja inkubointijakson lopussa. Pesäkkeitä muodostavien yksi-





     (6.1) 
 
missä  N = pesäkkeitä muodostavien yksiköiden lukumäärä (PMY/ml) 
 CC = pesäkkeiden lukumäärä, rinnakkaisten kasvualustojen keskiarvo 
 DF = laimennoskerroin  
 V = suodatetun polttoaineen näytemäärä (l) 
 49 
6.2.2. Kokonaissolumäärä mikroskopoinnin avulla 
Näytteiden kokonaissolumäärät määritettiin fluoresoivan DNA-spesifisen DAPI-
värjäyksen avulla epifluoresessimikroskopialla. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on esi-
tetty taulukossa 6.8.  
 





V4 25 ml (vesi) Polttoaine 1 (50 ml) + 
vesi (900 ml) 16.4.2009 
Vesinäyte polttoaineen 1 varas-
tosäiliön vesityksestä, pinnalla 
polttoainefaasi. Faasirajapinnalla 
epäpuhtauksia. 
P9 200 ml Polttoaine 1 10.9.2008 Ruskeaa saostumaa (ruoste) poh-jalla. Hieman vettä pohjalla. 
P10 400 ml Polttoaine 1 9.7.2008 Väriltään samea, sakkaa pohjalla. 
 
Näytteet suodatettiin standardin IP 385/99 mukaisesti (kappale 6.2.1). Suodatukseen 
käytettiin 0.45 µm polykarbonaattisuodatinta (Millipore). Suodatin värjättiin 1 ml DA-
PI-liuoksella (4',6'-diamidino-2-fenyyli-indoli; Molecular Probes) viiden minuutin ajan. 
Värjätty suodatin kiinnitettiin mikroskoopin objektilasiin pisaralla glyseroli/PBS-liuosta 
(Citifluor). Peitinlasi asetettiin suodattimen päälle käyttäen samaa liuosta.   
Ennen mikroskopointia peitinlasin pinnalle annosteltiin pisara bentsyylibentsoaattia 
sisältävää immersioöljyä. Solut laskettiin kahdeltakymmeneltä satunnaisesti valitulta 
alueelta Zeiss Axiocop 2 – epifluoresenssimikroskoopilla (Zeiss). Kokonaissolumäärät 






mlSolut ⋅=/      (6.2) 
 
missä  KA = solujen keskimääräinen lukumäärä 
 C = muunnoskerroin (taulukko 6.9) 










Taulukko 6.9. Muunnoskertoimet DAPI-värjäyksen solujen lukumäärän laskemiseen. 
Ala Muunnoskerroin C 
1×1 1.46045 · 106 
2×2 3.65113 · 105 
3×3 1.62272 · 105 
5×5 5.84180 · 104 
10×10 1.46045 · 104 
 
6.2.3. Molekulaariset menetelmät 
Näytteiden soluista erotettiin koko mikrobiston DNA, josta monistettiin tietyn kokoinen 
fragmentti joko 16S rRNA-geeniä (prokariootit) tai 18S rRNA-geeniä (eukariootit) po-
lymeraasiketjureaktion (PCR) avulla. Mikrobiston PCR-tuotteina saadut 16S rRNA- tai 
18S rRNA-geenifragmentit eroteltiin denaturoivalla gradienttigeelielektroforeesilla 
(DGGE). PCR-tuotteet puhdistettiin, sekvensoitiin ja prokariootit/eukariootit identifioi-
tiin. Tutkimuksessa käytetyt näytteet on esitetty taulukossa 6.10.  
Lisäksi näytteestä P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-kasvatusalustalla kas-
vatetuista pesäkkeistä (kappale 6.2.1) valittiin kahdeksan erinäköistä, joiden erilaisuus 
varmistettiin restriktioentsyymidigestiolla. Restriktioentsyymit tunnistavat DNA:sta tie-
tyn nukleotidisekvenssin ja katkaisevat DNA-juosteen tietystä kohdasta. Yksilöllisten 


























P9 200 ml Polttoaine 1 10.9.2008 Ruskeaa saostumaa (ruoste) poh-jalla. Hieman vettä pohjalla. 




2 x 200 ml 
(polttoaine 1) 
Polttoaine 1 (700 ml) + 
vesi (300 ml) 16.4.2009 




P12 1025 ml Polttoaine 1 18.6.2009 Väriltään kirkas, ei sakkaa 
R13 - 
Biomassa  
(Polttoaine 1 : MSL) 
Polttoaineen 1 pilaantumisen tut-




(Polttoaine 1 : MilliQ) 
Polttoaineen 1 pilaantumisen tut-
kimisessa rikastettu biomassa 
(Polttoaine 1:MilliQ-vesi) 
V15 10 ml (vesi) Polttoaineen 1 säiliön 
vesinäyte 18.6.2009 
Vesi 0.7 l, polttoaine 1 0.3 l. Ve-
sifaasi samea ja kellertävä. Faasi-
en rajapinnoilla biofilmiä. Hie-
man sakkaa pohjalla. 
 
Suodatus ja DNA:n eristys 
Näytteet suodatettiin standardin IP 385/99 mukaisesti (kappale 6.2.1). Suodatukseen 
käytettiin 0.45 µm selluloosasuodatinta (Whatman). DNA eristettiin suodattimesta Ult-
raclean™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories) reagenssisarjan avulla. Suo-
datin laitettiin sellaisenaan raeliuosputkeen DNA:n eristyksen ensimmäisessä vaiheessa. 
Solut hajotettiin, DNA eristettiin ja puhdistettiin valmistajan maksimisaanto-ohjeen 
mukaisesti. 
Polymeraasiketjureaktio (PCR) 
Eristetystä DNA:sta monistettiin polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla joko 16S 
rRNA-geenin sekvenssiä (prokariootit) tai 18S rRNA-geenin sekvenssiä (eukariootit). 
DNA monistettiin T3000 Thermocycler PCR-laitteella (Biometra). 
Prokariooteille käytetyt alukkeet olivat Ba357F-GC (5’-CGC CCG CCG CGC GCG 
GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG-3’) 
(Muyzer at al. 1993) ja Un907R (5’-CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT-3’) (Lane 
1991). M tarkoittaa A- tai C-emästä ja R A- tai G-emästä. F- ja R-kirjaimet alukkeiden 
nimissä tulevat englanninkielisistä sanoista forward ja reverse. Ne kuvaavat alukkeen 
kiinnittymistä DNA-juosteen 5’-päähän ja 3’-päähän. Denaturoivan gradienttigeelielekt-
roforeesin (DGGE) tulosten analysointia varten Ba357F-alukkeen 5’-päähän oli lisätty 
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GC-rikas sekvenssihäntä (Muyzer et al. 1996). PCR-reaktioseokseen (taulukko 6.11) 
lisättiin 5µl eristettyä templaatti-DNA:ta.  
 
Taulukko 6.11. PCR-reaktioseos näytteistä eristetyn koko mikrobiston DNA:n 16S 
rRNA-geenifragmentin monistukseen PCR-menetelmällä (kokonaisreaktiotilavuus 50 
µl).  
Reagenssi Reaktiopitoisuus Tilavuus (µl) 
10× DreamTaq™ puskuri (Fermentas) 1× 5.0 
25 mM dNTP (Fermentas) 0.1 mM 0.2 
100 µM Ba357F-GC-aluke (Thermo 
Fisher Scientific) 0.5 µM 0.25 
100 µM Un907R -aluke (Thermo Fisher 
Scientific) 0.5 µM 0.25 
20 mg/ml naudan seerumialbumiini (bo-
vine serum albumin, BSA; Fermentas) 0.4 mg/ml 1.0 
5 yksikköä/µl DreamTaq™ polymeraasi 
(Fermentas) 1.25 yksikköä 0.25 
PCR-laatuinen vesi (MP Biomedicals)  38.05 
 
Eukariooteille käytetyt alukkeet olivat Euk1A (5’ CTG GTT GAT CCT GCC AG 
3’) (Sogin ja Gunderson 1987) ja Euk516r-GC (5’ ACC AGA CTT GCC CTC CCG 
CCC GGG GCG CGC CCC GGG CGG GGC GGG GGC ACG GGG GG 3’) (Amann 
et al. 1990). Euk516r-alukkeen 3’-päähän oli lisätty GC-rikas sekvenssihäntä. PCR-
reaktio tehtiin kolmella eri templaatti-DNA-tilavuudella lisäämällä PCR-
reaktioseokseen (taulukko 6.12) 1 µl tai 2 µl eristettyä templaatti-DNA:ta tai 1 µl 0.1× 
















Taulukko 6.12. PCR-reaktioseos näytteistä eristetyn koko mikrobiston DNA:n 18S 
rRNA-geenifragmentin monistukseen PCR-menetelmällä (kokonaisreaktiotilavuus 50 
µl).  
Reagenssi Reaktiopitoisuus Tilavuus (µl) 
10× DreamTaq™ puskuri (Fermentas) 1× 5.0 
25 mM dNTP (Fermentas) 0.1 mM 0.2 
100 µM Euk1A -aluke (Thermo Fisher 
Scientific) 0.5 µM 0.25 
100 µM Euk516r-GC -aluke (Thermo 
Fisher Scientific) 0.5 µM 0.25 
20 mg/ml naudan seerumialbumiini (bo-
vine serum albumin, BSA; Fermentas) 0.4 mg/ml 1.0 
5 yksikköä/µl DreamTaq™ polymeraasi 
(Fermentas) 1.25 yksikköä 0.25 
PCR-laatuinen vesi (MP Biomedicals)  42.05 / 41.05  
 
PCR-ohjelma molemmissa tapauksissa alkoi 5 minuutin DNA:n kaksoisjuosteen de-
naturaatiolla +95°C lämpötilassa. DNA monistettiin 30 syklillä. Yksi sykli sisälsi 30 
sekunnin denaturaation +94°C:ssa, 1 minuutin alukkeiden kiinnittymisen +50°C:ssa ja 2 
minuutin DNA:n pidennyksen +72°C:ssa. Syklien jälkeen seurasi 10 minuutin DNA:n 
loppupidennys, jonka jälkeen PCR-tuote säilöttiin +4°C lämpötilassa. 
PCR-monistus varmistettiin agaroosigeelielektroforeesilla. 10 % (5 µl) PCR-
tuotteesta sekoitettin 6× DNA-latausväriin (Fermentas) ennen näytteiden ajoa aga-
roosigeelillä noin 150 V jännitteellä. 1 % agaroosigeeli oli valmistettu 1×TAE-puskuriin 
(40 mM Tris, 20 mM etikkahappo, 1 mM EDTA, pH 8.3) ja värjätty SYBR® safe DNA-
geelivärillä (10 mg/ml, Invitrogen). Molekyylikokostandardina oli Generuler™ 100 bp 
DNA Ladder (2 µl, Fermentas), jota käytettiin referenssinä kaikissa geeleissä. DNA-
tuotteen kulkeutuminen visualisoitiin UV-valon avulla.   
Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesi 
Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesigeeli (DGGE), näytteiden ajaminen ja visuali-
sointi suoritettiin Auvinen et al. (2009) ja Koskinen et al. (2007) mukaan INGENY 
phor-U 2×2-laitteella (Ingeny International BV). 8 % polyakryyliamidigeelissä (40% 
bisakryyliamidigeelin varastoliuos, BioRad) käytettiin 30-70% denaturoivaa gradienttia. 
100% denaturaoiva liuos sisälsi 7 M ureaa (BioRad) ja 40 til-% formamidia (BioRad). 
Geeli ajettiin 100 V jännitteellä +60°C lämpötilassa 22 tunnin ajan ja värjättiin SYBR® 
Gold nukleiinihappovärillä (Molecular Probes). Erotellut 16S/18S rRNA-
geenifragmentit leikattiin geelistä ja eluoitiin 20 µl PCR-laatuista vettä yön yli +4°C 
lämpötilassa.  
Eluoitu DNA monistettiin polymeraasiketjureaktiolla kuten edellä sillä erolla, että 
naudan seerumialbumiinin tilalla käytettiin PCR-laatuista vettä (MP Biomedicals). Li-
säksi prokariooteille käytetty Ba357F-aluke (5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’, 
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Thermo Fisher Scientific) ja eukariooteille käytetty Euk516r-aluke (5’ ACC AGA CTT 
GCC CTC C 3’, Thermo Fisher Scientific) eivät sisältäneet GC-häntää. PCR-monistus 
varmistettiin agaroosigeelielektroforeesilla kuten edellä. 
Restriktioentsyymidigestio 
Näytteen P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-kasvatusalustoilta kasvatetuista pe-
säkkeistä (kappale 6.2.1) valittiin kahdeksan erinäköistä. Jokainen pesäke suspensoitiin 
10 µl lyysispuskuria (0.05 M NaOH ja 0.25 % SDS) ja sitä lämmitettiin 10 minuutin 
ajan +95°C lämpötilassa. Lysaatti jäähdytettiin +4°C lämpötilaan ja laimennettiin 90 µl 
steriiliä vettä. Liuos vorteksoitiin ja sentrifugoitiin (13200 rpm 2 minuutin ajan).  
PCR-monistuksessa käytetyt alukkeet olivat Ba27F (5’-AGA GTT TGA TCM TGG 
CTC AG-3’) (Lane 1991) ja Un907R (5’-CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT-3’) (La-
ne 1991). PCR-reaktioseokseen (taulukko 6.13) lisättiin 2 µl lysaattiliuoksesta sentrifu-
goinnissa erottunutta nestettä (supernatanttia) templaatiksi 1×- ja 0.25×-pitoisuudessa. 
 
Taulukko 6.13. PCR-reaktioseos näytteestä P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-
kasvatusalustalla kasvatettujen pesäkkeiden DNA:n 16S rRNA-geenifragmentin monis-
tukseen PCR-menetelmällä (kokonaisreaktiotilavuus 50 µl).  
Reagenssi Reaktiopitoisuus Tilavuus (µl) 
10× DreamTaq™ puskuri (Fermentas) 1× 5.0 
10 mM dNTP (Fermentas) 0.2 mM 1.0 
10 µM Ba27F -aluke (Thermo Fisher 
Scientific) 0.2 µM 1.0 
10 µM Un907R-aluke (Thermo Fisher 
Scientific) 0.2 µM 1.0 
20 mg/ml naudan seerumialbumiini (bo-
vine serum albumin, BSA; Fermentas) 0.2 mg/ml 0.5 
2 yksikköä/µl DreamTaq™ polymeraasi 
(Fermentas) 1.5 yksikköä 2.5 
PCR-laatuinen vesi (MP Biomedicals)  37  
 
PCR-ohjelma alkoi 5 minuutin DNA:n kaksoisjuosteen denaturaatiolla +95°C läm-
pötilassa. DNA monistettiin 30 syklillä. Yksi sykli sisälsi 30 sekunnin denaturaation 
+94°C:ssa, 30 sekunnin alukkeiden kiinnittymisen +50°C:ssa ja 1 minuutin DNA:n pi-
dennyksen +72°C:ssa. Syklien jälkeen seurasi 5 minuutin DNA:n loppupidennys, jonka 
jälkeen PCR-tuote säilöttiin +4°C lämpötilassa. PCR-monistus varmistettiin aga-
roosigeelielektroforeesilla kuten edellä. 
PCR-tuote käsiteltiin kolmella restriktioentyymillä (CfoI, EcoRI ja HaeIII). Reak-




Taulukko 6.14. Restriktioentsyymireaktioseos näytteestä P10 standardin IP 385/99 mu-
kaisesti TSA-kasvatusalustalla kasvatettujen pesäkkeiden DNA:n PCR-monistetun 16S 
rRNA-geenifragmentin pilkkomiseen CfoI-, EcoRI- ja HaeIII-restriktioentsyymeillä (ko-
konaisreaktiotilavuus 15 µl).  
Reagenssi Reaktiopitoisuus Tilavuus (µl) 
10× puskuri (Promega) 1× 1.5 
10 yksikköä/ µl CfoI- ja HaeIII-
entsyymit, 12 yksikköä/µl EcoRI-
entsyymi (Promega) 
15 yksikköä CfoI ja HaeIII,  
18 yksikköä EcoRI 
1.5 
PCR-tuote  9.0 
PCR-laatuinen vesi (MP Biome-
dicals)  3.0 
 
Restriktioentsyymikäsittely varmistettiin agaroosigeelielektroforeesilla samaan ta-
paan kuten edellä. Koko PCR-tuote sekoitettin 6× DNA-latausväriin (Fermentas) ennen 
näytteiden ajoa 2 % agaroosigeelillä. Molekyylikokostandardina oli Generuler™ 1 kb 
DNA Ladder (2 µl, Fermentas). Yksilölliset PCR-tuotteet puhdistettiin QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen) reagenssisarjan avulla. 
Sekvensointi 
Näytteiden (taulukko 6.10, s. 51) PCR-DGGE-erotellut 16S rRNA- ja 18S rRNA-
geenifragmentit puhdistettiin ja sekvensoitiin Macrogen Inc:ssä Koreassa. Prokariootti-
en/eukarioottien identifiointi perustui sekvenssivertailuun Center for Biotechnology In-
formation (NCBI)-tietokannassa MegaBLAST-ohjelman avulla (Zhang et al. 2000). 
Näytteestä P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-kasvatusalustalla kasvatettujen 
yksilöllisten pesäkkeiden (kappale 6.2.1) puhdistettujen PCR-tuotteiden emäsjärjestys 
määritettiin (Macrogen Inc) ja verrattiin NCBI-tietokantaan MegaBLAST-ohjelman 
avulla (Zhang et al. 2000). 
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7. TULOKSET 
Tämän diplomityön kokeellisessa osuudessa tutkittiin kahta polttoainetta. Työn tarkoi-
tuksena oli tutkia polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi, mikrobien määrää 
ja diversiteettiä eri polttoaineissa, polttoaineiden pilaantumisen etenemistä sekä mikro-
bikasvun hillitsemistä ja estoa. Tässä kappaleessa esitetään diplomityön kokeellisessa 
osuudessa saadut tulokset. 
7.1. Mikrobien kasvu ja sen hallinta polttoaineissa 
Polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi tutkittiin kolmella eri mikrobien 
kasvutavalla: kiinteällä kasvatusalustalla, liukoisessa vesifaasissa sekä biofilmissä. 
7.1.1. Polttoaineiden soveltuvuus mikrobien ravinnoksi 
Kiinteä kasvatusalusta 
Ensimmäisessä yrityksessä polttoaine 1 levitettiin sellaisenaan kiinteälle mineraalisuo-
lakasvatusalustalle. Polttoaine 1 ei absorboitunut kiinteään kasvatusalustaan. Toisessa 
yrityksessä polttoaine 1 levitettiin kasvatusmaljalle, mineraalisuolaelatusaine kaadettiin 
päälle, elatusainetta sekoitettiin varovasti ja sen annettiin kiinteytyä. Polttoaine 1 näytti 
aluksi sekoittuvan mineraalisuolaelatusaineeseen, mutta noin puolen tunnin kuluttua 
alustan kiinteydyttyä, se oli erottunut omaksi faasikseen kiinteän kasvatusalustan päälle 
(kuva 7.1). Polttoainetta 1 ei voida käyttää sellaisenaan hiilenlähteenä kiinteässä kasva-
tusalustassa. 
 
Kuva 7.1. Polttoaineen 1 erottuminen kiinteästä mineraalisuolakasvatusalustasta. 
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Vesifaasi 
Polttoaineessa 1 esiintyviä mikro-organismeja saatiin rikastettua ja niitä on havainnoitu 
mikroskoopilla kuvassa 7.2. Tarkempi analyysi rikastetuista mikro-organismeista on 
esitetty kappaleessa 7.2. 
 
Kuva 7.2. Polttoaineessa 1 esiintyviä, rikastettuja mikro-organismeja mikroskoopilla 
havainnoituna – yläkuvissa homeita ja alakuvissa hiivoja. Tarkasteltavat biomassanäyt-
teet otettu polttoaine 1 : steriili mineraalisuolaliuos (MSL)-koepulloista, joihin oli siir-
rostettu 1% v/v 20× näytekonsentraatti (näyte P1).    
 
 Polttoaineen 1 pilaantumista seurattiin kahden viikon ajan steriilin mineraalisuola-
liuoksen kanssa ja kahdeksan viikon ajan steriilin MilliQ-veden kanssa. Kuvat siirroste-
tuista koepulloista tutkimusjakson lopussa on esitetty kuvassa 7.3. pH-arvot ja liukoisen 





Kuva 7.3. Siirrostetut koepullot polttoaineen 1 pilaantumisen seurantatutkimuksessa 
tutkimusjakson lopussa (8 ja 2 viikkoa). Vesifaaseina steriili MilliQ-vesi (kuva va-
semmalla) ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL) (kuva oikealla). 
 
Kuva 7.4. Vesifaasin pH polttoaineen 1 pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Vesi-
faaseina steriili MilliQ-vesi (kuva vasemmalla) ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL) 
(kuva oikealla). 
 
Kuva 7.5. Vesifaasin liukoisen orgaanisen hiilen (DOC) pitoisuus (mg/l) polttoaineen 1 
pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Vesifaaseina steriili MilliQ-vesi (kuva vasemmal-
la) ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL) (kuva oikealla). 
 
Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili MilliQ-vesi, alku-pH oli erilainen kont-
rolleissa ja siirrostetuissa koepulloissa. Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin pH:n las-
kevan 3 ja uudelleen 6 viikon jälkeen. Biomassan kasvua havaittiin viikolla 6. 
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Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili mineraalisuolaliuos, alku-pH oli samaa 
suuruusluokkaa kontrolleissa ja siirrostetuissa koepulloissa. Kontrolleissa ei havaittu 
pH:n muutoksia tutkimusjakson aikana. Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin pH:n las-
kevan ja biomassan kasvavan ensimmäisen viikon jälkeen. Biomassan kasvu tapahtui 
pääasiassa faasien rajapinnassa.  
Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili MilliQ-vesi, liukoisen orgaanisen hiilen 
(DOC) pitoisuus tutkimusjakson alussa oli hyvin pieni ei-siirrostetussa kontrollissa ja 
siirrostetuissa koepulloissa. Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin DOC-pitoisuuden 
kasvavan samalla viikolla, kun biomassan kasvua havaittiin (viikko 6). Ei-siirrostetussa 
kontrollissa ei havaittu muutoksia DOC-pitoisuudessa tutkimusjakson aikana. Steriilissä 
kontrollissa DOC-pitoisuus tutkimusjakson alussa oli lähes 20-kertainen muihin koepul-
loihin verrattuna, mutta se laski noin puoleen tutkimusjakson aikana. Steriilissä kontrol-
lissa havaittiin asetaattia koko tutkimusjakson ajan (kuva 7.6), joka on todennäköinen 
syy havaitulle matalalle pH:lle ja saattaa selittää myös ei-siirrostetusta kontrollista ja 
siirrostetuista koepulloista poikkeavat DOC-pitoisuudet.  
Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili mineraalisuolaliuos, liukoisen orgaanisen 
hiilen (DOC) pitoisuus tutkimusjakson alussa oli pieni sekä kontrolleissa että siirroste-
tuissa koepulloissa. Kontrolleissa ei havaittu muutoksia DOC-pitoisuudessa tutkimus-
jakson aikana.  Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin DOC-pitoisuuden kasvavan samal-
la viikolla, kun biomassan kasvua havaittiin (viikko 1). 
Haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet on esitetty kuvassa 7.6. Kaikissa vesifaaseissa 
haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet esiintyivät hivenpitoisuuksina. Kun vesifaasina oli 
steriili MilliQ-vesi, steriilissä kontrollissa havaittiin asetaattia koko tutkimusjakson ajan 
sekä toisessa siirrostetussa koepullossa ensimmäisellä näytteenottokerralla. Lisäksi mo-
lemmissa kontrolleissa sekä toisessa siirrostetussa koepullossa havaittiin etanolia eri 
aikoina tutkimusjakson aikana. Toisessa siirrostetussa koepullossa havaittiin propionaat-
tia ja heptaanihappoa ensimmäisellä näytteenottokerralla. Kun vesifaasina oli steriili 




Kuva 7.6. Vesifaasin haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet (mmol/l) polttoaineen 1 pi-
laantumisen seurantatutkimuksessa. Vesifaaseina steriili MilliQ-vesi ja steriili mineraa-
lisuolaliuos (MSL). 
 
Polttoaineen 2 pilaantumista seurattiin kolmen viikon ajan steriilin mineraalisuola-
liuoksen kanssa ja kahdeksan viikon ajan suodatetun, steriilin polttoaineen 1 varastosäi-
liöstä poistetun veden (näyte V4) kanssa. Kuvat siirrostetuista koepulloista tutkimusjak-
son lopussa on esitetty kuvassa 7.7. pH-arvot ja liukoisen orgaanisen hiilen (DOC) pi-
toisuudet tutkimusjakson aikana on esitetty kuvissa 7.8 ja 7.9.  
 
Kuva 7.7. Siirrostetut koepullot  polttoaineen 2 pilaantumisen seurantatutkimukses-
sa tutkimusjakson lopussa (8 ja 3 viikkoa). Vesifaaseina suodatettu ja steriili poltto-
aineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi (näyte V4) (kuva vasemmalla) ja steriili mi-
neraalisuolaliuos (MSL) (kuva oikealla). 
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Kuva 7.8. Vesifaasin pH polttoaineen 2 pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Vesi-
faaseina suodatettu ja steriili polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi (näyte V4) 
(kuva vasemmalla) ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL) (kuva oikealla). 
 
Kuva 7.9. Vesifaasin liukoisen orgaanisen hiilen (DOC) pitoisuus (mg/l) polttoaineen 2 
pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Vesifaaseina suodatettu ja steriili polttoaineen 1 
varastosäiliöstä poistettu vesi (näyte V4) (kuva vasemmalla) ja steriili mineraalisuola-
liuos (MSL) (kuva oikealla). 
 
Kun vesifaasina oli puskuroimaton, suodatettu ja steriili polttoaineen 1 varastosäili-
östä poistettu vesi (näyte V4), alku-pH oli matala ja samaa suurusluokkaa sekä kontrol-
leissa että siirrostetuissa koepulloissa. pH:ssa ei tapahtunut merkittäviä muutoksia tut-
kimusjakson aikana. Hyvin pientä biomassan kasvua havaittiin viikolla 3.  
Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili mineraalisuolaliuos, alku-pH oli samaa 
suuruusluokkaa kontrolleissa ja siirrostetuissa koepulloissa. Kontrolleissa ei havaittu 
pH:n muutoksia tutkimusjakson aikana. Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin pH:n las-
kevan ja biomassan kasvavan ensimmäisen viikon jälkeen. pH:n lasku ei ollut yhtä no-
peaa kuin polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimusjaksolla. Biomassan kasvu tapahtui 
pääasiassa faasien rajapinnassa, mutta osittain myös polttoainefaasissa. 
Kun vesifaasina oli puskuroimaton, suodatettu ja steriili polttoaineen 1 varastosäili-
östä poistettu vesi (näyte V4), liukoisen orgaanisen hiilen (DOC) pitoisuus oli korkea 
sekä kontrolleissa että siirrostetuissa koepulloissa koko tutkimusjakson ajan. Mitatut 
DOC-pitoisuudet olivat 10 – 100-kertaisia verrattuina muista käytetyistä vesifaaseista 
mitattuihin pitoisuuksiin tutkimusjakson aikana. Kontrolleissa ja siirrostetuissa koepul-
loissa havaittiin butyraattia koko tutkimusjakson ajan sekä etanolia toisesta seurantavii-
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kosta eteenpäin (kuva 7.10), joka on todennäköinen syy havaitulle matalalle pH:lle ja 
saattaa selittää myös muista käytetyistä vesifaaseista mitatut poikkeavat DOC-
pitoisuudet. 
Kun vesifaasina oli puskuroimaton steriili mineraalisuolaliuos, liukoisen orgaanisen 
hiilen (DOC) pitoisuus tutkimusjakson alussa oli pieni sekä kontrolleissa että siirroste-
tuissa koepulloissa. Kontrolleissa ei havaittu muutoksia DOC-pitoisuudessa tutkimus-
jakson aikana.  Siirrostetuissa koepulloissa havaittiin DOC-pitoisuuden kasvavan samal-
la viikolla, kun biomassan kasvua havaittiin (viikko 1). 
Haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet on esitetty kuvassa 7.10. Kun vesifaasina oli 
suodatettu ja steriili polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi (näyte V4), molem-
missa kontrolleissa ja molemmissa siirrostetuissa koepulloissa havaittiin butyraattia 
(voihappoa) koko tutkimusjakson ajan. Lisäksi molemmissa kontrolleissa ja molemmis-
sa siirrostetuissa koepulloissa havaittiin etanolia toisesta seurantaviikosta eteenpäin. 
Kun vesifaasina oli steriili mineraalisuolaliuos, molemmissa kontrolleissa ja toisessa 
siirrostetussa koepullossa havaittiin butyraattia koko tutkimusjakson ajan. Lisäksi sterii-
lissä kontrollissa havaittiin etanolia viimeisellä näytteenottokerralla. Mineraalisuolaliu-
oskontrolleissa haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet olivat hivenpitoisuuksia muiden 
koepullojen vesifaasien pitoisuuksiin verrattuna.    
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Kuva 7.10. Vesifaasin haihtuvien rasvahappojen pitoisuudet (mmol/l) polttoaineen 2 
pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Vesifaaseina suodatettu ja steriili polttoaineen 1 
varastosäiliöstä poistettu vesi (näyte V4) (kuvat vasemmalla) ja steriili mineraalisuola-
liuos (MSL) (kuvat oikealla). X-akselin mittakaava on erilainen eri kuvissa. 
Biofilmi 
Polttoaineen 1 varastosäiliön pinnoitemateriaaleilla päällystettyjä objektilaseja inkuboi-
tiin 27°C:ssa polttoainetta 1 ja vesifaasia sisältävissä polypropeeniputkissa biofilmin 





Kuva 7.11. Biofilmin muodostus polttoaineen 1 varastosäiliön pinnoitemateriaaleilla 
päällystetyissä objektilaseissa polttoainetta 1 ja vesifaasia sisältävissä muoviputkissa 
kahdeksan viikon inkuboinnin jälkeen. Vesifaaseja oli neljä: 1) puskuroitu ja steriili mi-
neraalisuolaliuos (kuva ylhäällä vasemmalla), 2) steriili mineraalisuolaliuos (kuva al-
haalla vasemmalla), 3) suodatettu, puskuroitu ja steriili näyte V4 (kuva ylhäällä oikeal-
la) ja 4) suodatettu ja steriili näyte V4 (kuva alhaalla oikealla). Näyte V4 oli polttoai-
neen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä. Käytetyt merkinnät T = tutkimus ja K = kont-
rolli. 
 
Biofilmin kasvua havaittiin sekä polttoaineen että vesifaasien rajapinnoilla.  Biofil-
mi kasvoi myös kontrollien vesifaasissa. Biofilmien ulkonäkö oli samankaltainen kuin 
polttoaineen 1 pilaantumisen seurantatutkimuksessa. Ulkonäön perusteella biofilmit 
muodostuivat pääasiassa sienibiomassasta. Kun pinnoitemateriaaleilla päällystettyjä ob-
jektilaseja inkuboitiin 27°C:ssa neljän viikon ajan pelkästään polttoaineessa 1, biofilmiä 
ei muodostunut. 
Biofilmimikrobien kokonaismäärät on esitetty kuvassa 7.12. Polttoainefaasin koko-
naismikrobimäärät olivat suuremmat kuin vesifaasissa. Mineraalisuolaliuosta sisältävien 
muoviputkien vesifaasin kokonaissolumäärät olivat suuruusluokkaa 1·107/cm2 ja poltto-
ainefaasissa suuruusluokkaa 1·108/cm2. Polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä 
(näyte V4) sisältävien muoviputkien mikrobipitoisuudet olivat suuruusluokka 105/cm2 
molemmissa faaseissa, mutta selvästi pienemmät muoviputkessa, jonka vesifaasissa oli 
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puskuroimatonta näytettä V4. Tässä pH laski arvoon 4, mutta puskuroidussa pH ei 
muuttunut.  
 
Kuva 7.12. Biofilmimikrobien kokonaismäärät polttoaineen 1 varastosäiliön pinnoite-
materiaaleilla päällystetyissä objektilaseissa kahdeksan viikon polttoainetta 1 ja vesi-
faasia sisältävissä muoviputkissa inkuboinnin jälkeen. Vesifaaseja oli neljä: 1) pusku-
roitu ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL), 2) steriili mineraalisuolaliuos (MSL), 3) 
suodatettu, puskuroitu ja steriili näyte V4 ja 4) suodatettu ja steriili näyte V4. Näyte V4 
oli polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä. Virhepalkit kuvaavat biofilmimikro-
bien kokonaismäärän keskihajontaa.  
7.1.2. Lämpötilan vaikutus mikrobikasvuun polttoaineessa 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 seurattiin 6°C läm-
pötilassa 8 viikkoa (54 vuorokautta), 27°C lämpötilassa 2 viikkoa (14 vuorokautta) ja 
37°C lämpötilassa 5½ viikkoa (38 vuorokautta). Mikrobikasvua seurattiin mittaamalla 
vesifaasin absorbanssi (420 nm) mikrobikasvun nopeuteen soveltuvin aikavälein.  Läm-
pötilan vaikutus mikrobikasvuun eri lämpötiloissa on esitetty kuvassa 7.13 ja 27°C läm-




Kuva 7.13. Vesifaasin absorbanssi (420 nm) mikrobikasvun lämpötilan vaikutustutki-
muksessa polttoaineessa 1 6°C, 27°C ja 37°C lämpötiloissa. Vesifaasina puskuroitu ja 
steriili mineraalisuolaliuos (MSL). Virhepalkit kuvaavat absorbanssin keskihajontaa. 
Kuva 7.14. Vesifaasien absorbanssi (420 nm) mikrobikasvun lämpötilan vaikutustutki-
muksessa polttoaineessa 1 27°C lämpötilassa. Vesifaaseina puskuroitu ja steriili mine-
raalisuolaliuos (MSL), suodatettu, puskuroitu ja steriili näyte V4 sekä puskuroitu ja ste-
riili MilliQ-vesi. Näyte V4 oli polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä. Kontrolli 
oli ei-siirrostettu, puskuroitua ja steriiliä mineraalisuolaliuosta sisältävä koepullo. Vir-
hepalkit kuvaavat absorbanssin keskihajontaa. 
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Mikrobikasvu oli nopeinta 27°C lämpötilassa. Mikrobikasvussa havaittiin 2 viikon 
viive 37°C lämpötilassa ja kasvun havaittiin olevan hitaampaa kuin 27°C lämpötilassa. 
6°C lämpötilassa ei havaittu mikrobikasvua 8 viikon inkuboinnin aikana. 
Mikrobikasvu 27°C lämpötilassa oli nopeinta siirrostetuissa koepulloissa, joissa oli 
vesifaasina puskuroitua ja steriiliä mineraalisuolaliuosta ja toiseksi nopeinta siirrotetus-
sa koepullossa, jossa oli vesifaasina suodatettua, puskuroitua ja steriiliä näytettä V4 
(polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä). Ei-siirrostetussa koepullossa, jossa oli 
vesifaasina puskuroitua ja steriiliä mineraalisuolaliuosta, havaittiin myös mikrobikas-
vua, mutta vähemmän kuin siirrostetuissa mineraalisuolaliuosta sisältävissä koepullois-
sa. Koepullossa, jossa oli vesifaasina puskuroitua ja steriiliä MilliQ-vettä, havaittiin hy-
vin vähäistä mikrobikasvua.  
7.1.3. Mikrobikasvun hillintä polttoaineessa 
Mikrobikasvua anaerobisissa olosuhteissa polttoaineessa 1 seurattiin 27°C lämpötilassa 
8 viikkoa. Tutkimusjakson lopuksi mitattiin vesifaasin absorbanssi (420 nm) mikrobi-
kasvun todentamiseksi (kuva 7.15). Mikrobikasvua ei havaittu anaerobisissa olosuhteis-
sa 8 viikon inkuboinnin jälkeen.  
 
Kuva 7.15. Vesifaasin absorbanssi (420 nm) mikrobikasvun hillintätutkimukses-
sa polttoaineessa 1 27°C lämpötilassa anaerobisissa olosuhteissa 8 viikon inku-
boinnin jälkeen. Vesifaasina puskuroitu ja steriili mineraalisuolaliuos (MSL).  
7.2. Mikrobit polttoaineessa 
Mikrobien lukumäärää polttoaineessa 1 tutkittiin standardin IP 385/99 mukaisen malja-
kasvatusmenetelmän ja mikroskopoinnin avulla. Lisäksi mikrobien diversiteettiä poltto-
aineessa 1 tutkittiin molekulaaristen menetelmien avulla. 
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7.2.1. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt 
Näytteiden P9 ja P10 (taulukko 6.7, s. 48) pesäkkeitä muodostavien yksiköiden luku-
määrä (PMY/ml) viiden vuorokauden kasvatuksen jälkeen on esitetty kuvassa 7.16. 
Näytteistä erotettujen mikro-organismien pesäkkeitä muodostavien yksiköiden esiinty-
mistapa kasvatusalustalla (TSA) on esitetty kuvassa 7.17.  
Kuva 7.16. Näytteistä P9 ja P10 erotettujen mikro-organismien pesäkkeitä muo-
dostavien yksiköiden lukumäärä (PMY/ml) TSA- ja MEA-kasvatusalustoilla 5 
vuorokauden kasvatuksen jälkeen. Virhepalkit kuvaavat pesäkkeitä muodostavi-
en yksiköiden lukumäärän keskihajontaa. 
 
Kuva 7.17. Näytteestä P9 (kuva vasemmalla) ja näytteestä P10 (kuva oikealla) ero-
tettujen mikro-organismien pesäkkeitä muodostavien yksiköiden esiintymistapa kas-
vatusalustalla (TSA). 
 
Pesäkkeitä muodostavien yksiköiden määrä oli molemmissa näytteissä hyvin pieni. 
Pesäkkeitä havaittiin pääosin kasvatusmaljojen reunoilla. Pesäkkeitä muodostavien yk-
siköiden määrä MEA-kasvatusalustalla oli pienempi kuin TSA-kasvatusalustalla. MEA-
kasvatusalustalla pesäkkeet olivat lähinnä homeita ja TSA-kasvatusalustalla bakteereja.  
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7.2.2. Kokonaissolumäärä mikroskopoinnin avulla 
Näytteiden P9 ja P10 (taulukko 6.8, s. 49) kokonaissolumäärät on esitetty kuvassa 7.18 
ja näytteen V4 (taulukko 6.8, s. 49) kuvassa 7.19. Mikroskooppikuvat näytteiden V4 ja 
P10 DAPI-värjätyistä soluista on esitetty kuvassa 7.20. 
Kuva 7.18. Näytteiden P9 ja P10 kokonaissolumäärät mikroskopoinnin ja 
DAPI-värjäyksen avulla määritettynä. Virhepalkit kuvaavat kokonaissolu-
määrän keskihajontaa. 
 
Kuva 7.19. Näytteen V4 kokonaissolumäärä mikroskopoinnin ja DAPI-
värjäyksen avulla määritettynä. Virhepalkit kuvaavat kokonaissolumäärän 
keskihajontaa. 
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Kuva 7.20. Mikroskooppikuvat näytteiden V4 ja P10 DAPI-värjätyistä soluista.  
 
Kokonaissolumäärä näytteissä P9 ja P10 oli hyvin pieni, mutta niissä oli jonkin ver-
ran eroa. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt vastaavat vain 1.2 – 2.4 % kokonaissolumää-
rästä (näytteet P9 ja P10). Soluja havaittiin pääasiassa lietepartikkeleiden pinnoilla 
(näytteet P9 ja P10).  
7.2.3. Molekulaariset menetelmät 
Denaturoiva gradienttigeelielektroforeesikuva näytteiden (taulukko 6.10, s. 51) 16S 
rRNA-geenifragmenttien erottelusta on esitetty kuvassa 7.21 ja 18S rRNA-
geenifragmenttien erottelusta kuvassa 7.22. Kuvissa yksi viiva on erilaisen emäskoos-
tumuksen omaava 16S/18S rRNA-geenifragmentti ja todennäköisesti edustaa yhtä mik-






Kuva 7.21.  Kuva näytteiden P9, P10, P11-1, P11-2 ja R13 (geeli vasemmalla), näyt-
teen R14 (geeli keskellä) sekä näytteiden P12 ja V15 (geeli oikealla) 16S rRNA-
geenifragmenttien erottelusta denaturoivalla gradienttigeelielektroforeesilla. 
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Kuva 7.22. Kuva näytteiden P9, P10, P11-1, P11-2 ja R14 (geeli vasemmalla) sekä 
näytteen R13 (geeli oikealla) 18S rRNA-geenifragmenttien erottelusta denaturoivalla 
gradienttigeelielektroforeesilla.  
 
Agaroosigeeli näytteen P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-kasvatusalustalla 
kasvatetusta kahdeksasta pesäkkeestä PCR-monistettujen 16S rRNA-geenifragmenttien 
erilaisuuden varmistuksesta restriktioentsyymidigestiolla on esitetty kuvassa 7.23. Näis-




Kuva 7.23. Näytteestä P10 standardin IP 385/99 mukaisesti TSA-kasvatusalustalla 
kasvatetusta kahdeksasta pesäkkeestä PCR-monistettujen 16S rRNA-
geenifragmenttien erilaisuuden varmistus restriktioentsyymidigestiolla (restriktio-
entsyymit CfoI, EcoRI ja HaeIII). 
 
Näytteiden (taulukko 6.10, s. 51) eroteltujen 16S rRNA-geenifragmenttien sekvens-
sianalyysit on esitetty taulukossa 7.1 ja eroteltujen 18S rRNA-geenifragmenttien sek-
venssianalyysi taulukossa 7.2. Näytteen P10 standardin IP 385/99 TSA-
kasvatusalustalla kasvatettujen viiden todennäköisesti yksilöllisen pesäkkeen 16S 
rRNA-geenifragmenttien sekvenssianalyysi on esitetty taulukossa 7.3. DGGE-viivojen, 
joiden analyysiä ei ole esitetty edellä mainituissa taulukoissa, eluoidun DNA:n monitus 
polymeraasiketjureaktiolla ei onnistunut tai sekvenssi oli epäselvä. Mikäli taulukoisssa 
esitetyt samanlaisuusprosentit ovat alle 90 %, ei sukulaisuudesta lähimpään organismiin 
voida tehdä johtopäätöksiä. Lisäksi tulosten tarkastelussa on huomioitava, että näytteistä 
eristetystä DNA:sta monistettiin osa 16S/18S rRNA-geenin sekvenssistä, joten 100% 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Polttoainenäytteistä (P9 – P12) suurin prokarioottidiversiteetti oli näytteessä P9 
(taulukko 7.1). Tämä näyte oli myös silmämääräisesti tarkasteltuna kontaminoitunein 
(taulukko 6.10, s. 51). Näytteessä P9 yleisimmät bakteerisuvut olivat Afipia, Bradyrhi-
zobium, Nitrobacter ja Xanthobacter. Bradyrhizobium suvun bakteerit ovat kemo-
organotrofeja ja käyttäessään hiilihydraatteja muodostavat solunulkoisia polysakkaride-
ja (Garrity et al. 2005). Nitrobacter suvun bakteerit ovat aerobeja, mutta pystyvät ane-
robirespiraatioon nitraatin avulla (Garrity et al. 2005). Xanthobacter suvun bakteerit 
ovat aerobeja, joista suurin osa tuottaa runsaasti limaa (Garrity et al. 2005). Näytteessä  
P10 yleisimmät bakteerisuvut olivat Brevundimonas ja Pseudomonas. Näytteessä  P11-
1 yleisin bakteerisuku oli Burkholderia. Näytteessä P12 esiintyi vain Paracoccus suvun 
bakteereita. Näytteistä ei löydetty rihmaisia bakteereita. 
Näytteet R13 ja R14 ovat polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa rikastettua bio-
massaa. Näytteessä R13 (rikastettu biomassa koepullosta, jossa vesifaasina steriili mine-
raalisuolaliuos) yleisimmät bakteerisuvut olivat Rhodococcus ja Pseudomonas, joita 
kumpaakaan ei eristetty näytteestä P9. Rhodococcus suvun bakteerit pystyvät hajotta-
maan monenlaisia orgaanisia yhdisteitä ja poistavat biologisesti rikkiä fossiilisista polt-
toaineista (McLeod et al. 2006). Pseudomonas sp. JVD3A bakteeri on eristetty raakaöl-
jyllä saastuneesta subantarktisesta maaperästä. Näytteessä R14 (rikastettu biomassa 
koepullosta, jossa vesifaasina steriili MilliQ-vesi) yleisimmät bakteerisuvut olivat Bra-
dyrhizobium ja Rhodococcus. Polttoaineen 1 säiliön vesinäytteessä V15 yleisin bakteeri-
suku oli Pandoraea. 
Näytteistä tunnistetut eukariootit olivat sieniä (taulukko 7.2) ja jokaisesta näytteestä 
tunnistettiin yksi tai kaksi eri sientä lukuun ottamatta näytteitä P10, P12 ja V15. Suurin 
osa sienistä oli rihmastollisia kotelosieniä. 15 Lecanicillium suvun sieniin (näyte R13) 
perustuvaa biologista tuholaistorjunta-ainetta on kaupallistettu (de Faria ja Wraight 
2007). 
Näytteen P10 standardin IP 385/99 TSA-kasvatusalustalla kasvatetuista pesäkkeistä 
tunnistetuista bakteereista ainoastaan Cellulomonadaceae bakteeri RR24 (pesäke 2) 
eristettiin polttoainenäytteestä P9 (taulukko 7.3). Ochrobactrum anthropi (pesäke 3) on 
eristetty öljyllä saastuneesta ritsosfääristä. Pseudomonas sp. BS1(2009) (pesäkkeet 4 ja 
5) on todettu tuottavan pinta-aktiivisia aineita. Gordonia sp. TLG 1-10 (pesäkkeet 4 ja 
5) on eristetty öljyperäisillä hiilivedyillä saastuneesta maasta. 
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8. TULOSTEN TARKASTELU 
8.1. Mikrobien kasvu ja sen hallinta polttoaineissa 
8.1.1. Polttoaineiden soveltuvuus mikrobien ravinnoksi 
Kiinteä kasvatusalusta 
Tutkimuksen tarkoituksena oli verrata standardin IP 385/99 mukaista maljakasvatusme-
netelmää menetelmään, jossa polttoainetta 1 käytetään hiilenlähteenä kiinteässä kasva-
tusalustassa. Polttoaine 1 ei absorboitunut kiinteään kasvatusalustaan, joten sitä ei voida 
käyttää sellaisenaan hiilenlähteenä kiinteässä kasvatusalustassa. 
Polttoaineiden biohajoamistutkimuksissa on käytetty pinta-aktiivisena aineena ram-
nolipidejä (Owsianiak et al. 2009) ja polyoksietyleeni(20)sorbitaanimono-oleaattia 
(Tween 80®) (Chandran ja Das 2010) polttoaineen ja vesiliuoksen emulsion muodostuk-
sessa. Joidenkin bakteerien on todettu käyttävän Tween 80®:a hiilen lähteenä (Brar et al. 
2005; Li et al. 2001; Fakhreddine et al. 1998). Näistä bakteereista muun muassa Bacil-
lus thuringiensisia, Bacillus brevisia ja Bacillus licheniformisia on esiintynyt mineraa-
liöljypohjaisissa polttoaineissa (taulukko 4.1, s. 24). Pinta-aktiivisten aineiden käyttö 
saattaisi edistää polttoaineen absorboitumista kiinteään kasvatusalustaan, mutta tällöin 
mikro-organismien käyttämän hiilenlähteen todentaminen vaikeutuisi.  
Vesifaasi 
Tutkimuksen tarkoituksena oli rikastaa polttoaineessa 1 esiintyviä mikro-organismeja 
sekä analysoida polttoaineiden 1 ja 2 pilaantumista. Molemmat polttoaineet soveltuivat 
mikrobien ravinnoksi, sillä erilaiset polttoaineet tarjoavat hyvän hiilenlähteen erilaisille 
mikro-organismeille (Yemashova et al. 2007; Van Hamme et al. 2003).  
Polttoaineen 1 pilaantumisen seurantatutkimuksessa siirrostetuissa koepulloissa ha-
vaittiin biomassankasvua viikon kuluessa, kun vesifaasina oli mineraalisuolaliuos, ja 
kuuden viikon kuluessa, kun vesifaasina oli MilliQ-vesi. Vastaavasti tutkimusjaksojen 
kokonaispituudet olivat 2 ja 8 viikkoa. Toisin sanoen mineraalisuolaliuos edistää kon-
taminoivien mikro-organismien kasvua polttoaineessa 1. Diplomityön kokeellisessa 
osuudessa mineraalisuolaliuosta käytettiin mikrobien kasvun nopeuttamiseen. Ilman 
mineraalisuolaliuosta kasvu oli hidasta, joka osoittaa kasvun mineraalirajoitteisuuden. 
Biomassan kasvu tapahtui pääasiassa faasien rajapinnassa, kuten on todettu tapahtuvan 
myös polttoainejärjestelmissä (Passman 2003). Käytännössä polttoaineen varastosäiliön 
vesifaasi ei kuitenkaan vastaa mineraalisuolaliuosta, vaan mikro-organismien tarvitse-
mia makro- ja mikroravinteita on vesifaasissa saatavilla rajoitetusti. Esimerkiksi fosfori 
on usein yksi kasvua rajoittavista ravinteista. Puhtaan tai hyvin vähän kontaminoituneen 
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polttoainesäiliön vesifaasin ominaisuudet ovat lähellä sadevettä. (Robbins ja Levy 2004; 
Passman 2003)  
Vesifaasien pH:n havaittiin laskevan ja liukoisen orgaanisen hiilen (DOC) pitoi-
suuksien kasvavan siirrostetuissa koepulloissa samaan aikaan, kun biomassan kasvua 
havaittiin. Nämä havainnot liittyvät kiinteästi mikrobien kasvuun. DOC-pitoisuuden 
kasvu johtuu mikro-organismien metaboliatuotteista ja vesifaasin pH:n lasku hiilivetyjä 
käyttävien mikrobien tuottamista orgaanisista hapoista (Robbins ja Levy 2004). Haihtu-
via rasvahappoja ei kertynyt tutkimusjakson aikana. 
Mikroskoopilla tarkasteltuna polttoaineessa 1 esiintyvät rikastetut mikro-organismit 
vaikuttivat olevan homeita ja hiivoja (vesifaasina mineraalisuolaliuos). Ilmeisesti pH:n 
lasku tutkimusjakson aikana suosi homeiden kasvua (Madigan ja Martinko 2006). 
Polttoaineen 2 pilaantumisen seurantatutkimuksessa siirrostetuissa koepulloissa ha-
vaittiin biomassankasvua viikon kuluessa, kun vesifaasina oli mineraalisuolaliuos, ja 
kolmen viikon kuluessa, kun vesifaasina oli polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu ve-
si. Vastaavasti tutkimusjaksojen kokonaispituudet olivat 3 ja 8 viikkoa. Mineraalisuola-
liuos edistää kontaminoivien mikro-organismien kasvua myös polttoaineessa 2. Koepul-
lot, joissa vesifaasina oli polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi, vastaavat parhai-
ten todellista ravinnetilannetta polttoaineen varastosäiliössä. Veden määrä on käytän-
nössä huomattavasti pienempi kuin tutkimuksessa käytetyissä koepulloissa (50% koko-
naistilavuudesta). 
Vesifaasien pH:n ja DOC-pitoisuuden muutokset olivat polttoaineen 2 osalta saman-
laisia kuin edellä, kun vesifaasina oli mineraalisuolaliuos. Koska vesifaaseja ei pusku-
roitu, polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistetun veden pH oli tutkimusjakson ajan noin 4. 
Biomassan kasvu oli hyvin pientä siirrostetuissa koepulloissa, joissa vesifaasina oli polt-
toaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi. Suurin osa mikro-organismeista esiintyy pH-
alueella 5 – 9 (Madigan ja Martinko 2006), joten matala pH on todennäköisin syy rajoit-
tuneeseen biomassan kasvuun. Polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistetun veden DOC-
pitoisuudet olivat 10 – 100-kertaisia verrattuina muista käytetyistä vesifaaseista mitat-
tuihin pitoisuuksiin tutkimusjakson aikana. DOC-pitoisuuksissa oli vaihtelua, mutta ker-
tymistä ei havaittu. Haihtuvia rasvahappoja ei kertynyt tutkimusjakson aikana. 
Biofilmi 
Biofilmin muodostumista tutkittiin polttoaineen 1 varastosäiliöiden pinnoitemateriaalil-
la päällystettyjen mikroskoopin objektilasien avulla polttoainetta 1 ja vesifaasia sisältä-
vissä polypropeeniputkissa. Polypropeenin kemiallinen kestävyys on hyvä.  Huoneen-
lämpötilassa polypropeeni turpoaa hieman orgaanisten liuottimien vaikutuksesta. Poly-
propeenilla on myös pieni veden absorptio. (Koleva 2011) Voidaan arvioida, että muo-
viputkien materiaali ei vaikuttanut koetulokseen ja faasien ominaisuuksiin. Biofilmin 
kasvua havaittiin sekä polttoaineen että vesifaasien rajapinnoilla. Passmanin (2003) mu-
kaan suurin osa (> 99 %) polttoainesäiliössä olevasta biomassasta on havaittu esiintyvän 
biofilmeissä. Eniten biofilmiä muodostuu yleensä polttoaine- ja vesifaasien rajapinnalle, 
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koska tässä rajapinnassa vettä ja ravinteita on parhaiten saatavilla (Passman 2003). Tä-
mä tukee tutkimuksessa tehtyä havaintoa biofilmin kasvusta. 
Polttoainefaasin biofilmimikrobien kokonaismäärät olivat suuremmat kuin vesifaa-
sin kaikkien eri vesifaasien kohdalla. Yemashovan et al. (2007) mukaan mikrobien on 
havaittu jakaantuvan epätasaisesti polttoaineiden varastoinnissa. Dieselpolttoainesäiliön 
säiliön syöttö- ja poistoputkien tasolla (aivan vesifaasin yläpuolella) mikrobipitoisuuden 
havaittiin olevan kymmenkertainen vesifaasiin verrattuna. Polttoainefaasissa säiliön 
alaosassa havaittu mikrobipitoisuus oli 1000 kertaa pienempi kuin aivan vesifaasin ylä-
puolella, säiliön keskiosassa enää noin sata solua/ml ja säiliön yläosassa ei mikrobeita 
havaittu ollenkaan. (Yemashova et al. 2007) Muoviputkien kokonaisnestetilavuus oli 
pieni (34 ml), joten faasien biofilmimikrobien kokonaismäärät vastaavat dieselpoltto-
ainesäiliön vesifaasissa ja aivan vesifaasin yläpuolella havaittujen mikrobipitoisuuksien 
suhdetta.  
Mineraalisuolaliuosta sisältävien muoviputkien kokonaissolumäärät olivat 100 – 
1000 kertaa suuremmat neliösenttimetriä kohden molemmissa faaseissa kuin polttoai-
neen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä (näyte V4) sisältävien. Näyte V4 ei ilmeisesti 
sisällä yhtä paljon mineraaleja mikrobikasvuun kuin käytetty mineraalisuolaliuos.  Pus-
kuroitua polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä sisältävien muoviputkien koko-
naissolumäärät olivat kuusinkertaisia neliösenttimetriä kohden puskuroimattomiin ver-
rattuna. Puskuroimattomassa vesifaasin pH laski arvoon 4, mutta puskuroidussa pH ei 
muuttunut. Ilmeisesti pH:n lasku rajoitti biofilmin kasvua. Puskuroimaton polttoaineen 
1 varastosäiliöstä poistettu vesi vastaa parhaiten todellista polttoaineen varastosäiliön 
vesifaasin ravinnetilannetta ja puskurikapasiteettia. Veden määrä on todellisuudessa 
huomattavasti pienempi kuin tutkimuksessa käytetyissä muoviputkissa (50% kokonais-
tilavuudesta). 
Kun pinnoitemateriaaleilla päällystettyjä objektilaseja inkuboitiin pelkästään poltto-
aineessa 1, biofilmiä ei muodostunut. Mikrobikasvua rajoitti tällöin veden saatavuus 
(Madigan ja Martinko 2006). Koska vesi on elintärkeä mikro-organismien kasvulle ja 
elinkykyisyydelle, säännöllinen ja huolellinen vedenpoisto on tärkeä ja ensisijainen toi-
menpide polttoaineiden mikrobiologisen kontaminaation estossa ja hallinnassa (Ye-
mashova et al. 2007). 
8.1.2. Lämpötilan vaikutus mikrobikasvuun polttoaineessa 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 tutkittiin kolmessa 
lämpötilassa: 6°C, 27°C ja 37°C. Tutkimuksessa mikro-organismien siirrostukseen käy-
tettiin 0.01% laimennosta polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa rikastetusta bio-
massasta, joka oli kasvatettu 27°C:ssa.  Mikrobikasvun havaittiin olevan nopeinta 27°C 
lämpötilassa sekä tapahtuvan viiveellä ja hitaammin 37°C lämpötilassa. 6°C lämpötilas-
sa ei havaittu mikrobikasvua 8 viikon tutkimusjakson aikana.  
Polttoaineissa kasvavien mikro-organismien on havaittu esiintyvän lämpötila-
alueella 4 – 60°C, mutta hiilivetyjä hapettavien mikro-organismien diversiteetin on ha-
vaittu olevan suurin lämpötilan ollessa 25 – 30°C (Yemashova et al. 2007; Chung et al. 
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2000). Tutkimuksessa havaittiin lämpötilan rajoittava vaikutus mikrobikasvuun. 37°C 
lämpötila oli mikrobien optimilämpötilan yläpuolella, joka hidasti mikrobikasvua. Siir-
rostetut mikro-organismit olivat selektoituneet 27°C:ssa, joka aiheutti kasvuviiveen  
37°C lämpötilassa. 6°C lämpötila oli puolestaan oli selkeästi mikrobien optimilämpöti-
lan alapuolella, jolloin mikrobikasvu ja entsymaattiset reaktiot hidastuivat merkittävästi. 
Kasvua olisi ehkä havaittu, jos tutkimusjaksoa olisi pidennetty 8 viikosta.  
27°C lämpötilassa vesifaasin vertailuna käytettiin mineraalisuolaliuoksen lisäksi 
polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä (näyte V4) ja MilliQ-vettä. Mikrobikasvu 
oli nopeinta siirrostetuissa koepulloissa, joissa oli mineraalisuolaliuosta ja toiseksi no-
peinta koepullossa, jossa vesifaasina oli näytettä V4. Ei-siirrostetussa koepullossa, jossa 
vesifaasina oli mineraalisuolaliuosta, havaittiin myös mikrobikasvua, mutta vähemmän 
kuin siirrostetuissa mineraalisuolaliuosta sisältävissä koepulloissa. Ei-siirrostetussa 
koepullossa käytettiin steriloimatonta polttoainenäytettä, jossa ilmeisesti oli mikro-
organismeja. Niiden mikrobikasvu oli hitaampaa kuin siirrostettujen mikro-
organismien, joita oli rikastettu polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa 27°C lämpö-
tilassa. Koepullossa, jossa vesifaasina oli MilliQ-vettä, havaittiin hyvin vähäistä mikro-
bikasvua. Tämä johtuu vesifaasin mineraalirajoitteisuudesta. 
8.1.3. Mikrobikasvun hillintä polttoaineessa 
Mikrobikasvua anaerobisissa olosuhteissa polttoaineessa 1 seurattiin 27°C lämpötilassa 
8 viikkoa. Mikrobikasvua ei havaittu tutkimusjakson aikana. Hiilivetyjen hajoaminen 
anaerobisissa olosuhteissa on huomattavasti hitaampaa kuin aerobisissa olosuhteissa. 
Hiilivetyjen anaerobinen hajoaminen rajoittuu myös rajalliseen määrään yhdisteitä ja on 
energiataloudellisesti huonompi vaihtoehto aerobiseen hajoamiseen verrattuna. (Atlas ja 
Bartha 1998; Schwartz ja Leathen 1976). Vaikuttaa siltä, että mikrobikasvua voidaan 
hillitä merkittävästi polttoainesäiliöissä anaerobisten olosuhteiden avulla. Anaerobisten 
bakteerien kasvu voi kuitenkin aiheuttaa polttoainejärjestelmissä säiliöiden ja putkien 
korroosiota sekä myrkyllisen rikkivedyn tuottoa (sulfaattia pelkistävät bakteerit) (Rob-
bins ja Levy 2004; Gaylarde et al. 1999). 
8.2. Mikrobit polttoaineessa 
Mikrobien lukumäärää polttoaineessa 1 tutkittiin standardin IP 385/99 mukaisen malja-
kasvatusmenetelmän ja mikroskopoinnin avulla. Lisäksi mikrobien diversiteettiä poltto-
aineessa 1 tutkittiin molekulaaristen menetelmien avulla. 
8.2.1. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt 
Pesäkkeitä muodostavien yksiköiden määrä oli molemmissa tutkituissa näytteissä hyvin 
pieni; 15 PMY/ml näytteessä P9 ja 11 PMY/ml näytteessä P10 TSA-kasvualustalla. 
Saybolt van Duyn BV (Saastamoinen 1996 mukaan) esittämien polttoaineen mikrobipi-
toisuuksille raja-arvojen mukaan kontaminoituneessa polttoaineessa on yli 10 PMY/ml. 
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Tämän perusteella polttoainenäytteet voidaan luokitella kontaminoituneiksi. Silmämää-
räisesti tarkasteltuna näytteet vaikuttivat myös kontaminoituneilta (taulukko 6.7 ja kuva 
6.2, s. 48). 
Lehtola et al. (2002) raportoivat talousveden kokonaismikrobimäärän vaihtelevan 
1.6 · 103 soluja/ml ja 3.1 · 105 soluja/ml välillä kemiallisen käsittelyn jälkeen (ennen 
desinfiointia) yhdeksällä suomalaisella pintavesilaitoksella. Tähän verrattuna polttoai-
nenäytteiden pesäkkeitä muodostavien yksiköiden määrä oli pieni. 
8.2.2. Kokonaissolumäärä mikroskopoinnin avulla 
Kokonaissolumäärä oli molemmissa tutkituissa polttoainenäytteissä hyvin pieni; 1271 
solua/ml näytteessä P9 ja 453 solua/ml näytteessä P10. Niissä oli kuitenkin jonkin ver-
ran eroa. Silmämääräisesti tarkasteltuna näyte P9 oli kontaminoituneempi kuin näyte 
P10 (taulukko 6.8, s. 49 ja kuva 6.2, s. 48). Kokonaissolumäärä polttoaineen 1 varas-
tosäiliöstä poistetussa vedessä (näyte V4; taulukko 6.8, s. 49) oli myös hyvin pieni; 
8558 solua/ml. Pesäkkeitä muodostavat yksiköt vastaavat vain 1.2 – 2.4 % kokonaisso-
lumäärästä (näytteet P9 ja P10). Amann et al. (1995) ovat arvioineet, että monien ympä-
ristöjen bakteereista alle prosentti on kasvatettavissa. Polttoainenäytteiden pesäkkeitä 
muodostavien yksiköiden suhde kokonaissolumäärään vastaa tätä arvioita. 
Allsopp et al. (2004) esittämän luokituksen mukaan lievästi kontaminoituneessa ve-
sifaasissa on noin 105 bakteeria/ml tai 103 – 104 hiivaa ja/tai hometta/ml, kun taas erit-
täin kontaminoituneessa vesifaasissa 106 – 108 bakteeria/ml tai 104 – 106 hiivaa ja/tai 
hometta/ml. Puhtaassa polttoaineessa on alle 50 mikro-organismia/ml, mutta vesifaasis-
sa saattaa olla 104 bakteeria/ml. Tämän perusteella polttoainenäytteet voidaan luokitella 
lievästi kontaminoituneiksi ja polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettu vesi puhtaaksi. 
Pintavesilaitoksissa valmistetun talousveden kokonaismikrobimääriin kemiallisen 
käsittelyn jälkeen (1.6 · 103 soluja/ml – 3.1 · 105 soluja/ml; Lehtola et al. 2002) verrattu-
na polttoainenäytteiden ja polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistetun veden kokonaismik-
robimäärä oli pieni. 
8.2.3. Molekulaariset menetelmät 
Näytteiden prokarioottidiversiteetti oli laaja (taulukko 7.1, s. 74). Näytteistä (taulukko 
6.10, s. 51) tunnistetuista prokariooteista on aiemmin esiintynyt mineraaliöljypohjaisis-
sa polttoaineissa ja niiden varastoinnissa (taulukko 4.1, s. 24) Bradyrhizobium (näytteet 
P9, P10 ja R14), Phyllobacterium (näyte P9), Pseudomonas (näytteet P10 ja R13, pe-
säkkeet 4 ja 5), Rhodococcus (näytteet P10, R13 ja R14), Burkholderia (näyte P11-1) ja 
Pandoraea (näyte V15) suvun bakteereita sekä Ochrobactrum anthropi (pesäke 3). Ai-
emmin esiintyneiden bakteerien määrä on pieni verrattuna näytteiden koko prokariootti-
diversiteettiin.  
Näytteiden eukarioottidiversiteetti oli pieni (taulukko 7.2, s. 77). Näytteistä (tauluk-
ko 6.10, s. 51) tunnistetuista eukariooteista on aiemmin esiintynyt mineraaliöljypohjai-
sissa polttoaineissa ja niiden varastoinnissa (taulukko 4.1, s. 24) Rhinocladiella suvun 
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sieniä (näyte R14). Uusien tunnistettujen mikro-organismien löytyminen näytteistä ai-
empaan tutkimukseen verrattuna ei ole yllättävää, sillä erilaiset polttoaineet tarjoavat 
hyvän hiilenlähteen erilaisille mikro-organismeille (Yemashova et al. 2007).  
Näytteet R13 ja R14 ovat polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa rikastettua bio-
massaa. Näyte R13 on koepullosta, jossa vesifaasina oli steriili mineraalisuolaliuos ja 
näyte R14 koepullosta, jossa vesifaasina oli steriili MilliQ-vesi. Hiilenlähteenä oli näyte 
P2 (ei-steriili) ja mikro-organismien siirrostukseen käytettiin 1 til-% 20× näytekonsent-
raattia näytteestä P1 (alkuperä sama kuin näytteellä P9). Rikastetun biomassan mikro-
organismit näytteissä R13 ja R14 ovat peräisin näytteistä P1 ja P2. Voidaan olettaa, että 
mikrobidiversiteetti koepulloissa on kokeen alussa ollut vähintään yhtä suuri kuin näyt-
teessä P9. Mikro-organismien selektiivinen rikastuminen polttoaineen 1 pilaantumisen 
tutkimusjakson aikana voidaan havaita selkeästi näytteiden R13 ja R14 mikrobidiversi-
teetin suppeudesta näytteeseen P9 verrattuna (taulukko 7.1, s. 74). 
Näytteestä P10 standardin IP 385/99 mukaisen maljakasvatusmenetelmän avulla 
eristettiin viisi todennäköisesti yksilöllistä pesäkettä (taulukko 7.3, s. 77). Suoraan näyt-
teestä P10 analysoitu mikrobiversiteetti (taulukko 7.1, s. 74) oli huomattavasti moni-
muotoisempi kuin maljakasvatusmenetelmällä saatu. Tämä havainnollistaa selkeästi, 
miten selektiivisesti maljakasvatusmenetelmä valikoi maljalla kasvavat mikro-
organismit ja antaa siten puutteellisen kuvan mikrobiston todellisesta monimuotoisuu-
desta. 
Polttoainenäytteessä P9 esiintyneet Bradyrhizobium suvun bakteerit muodostavat 
solunulkoisia polysakkarideja käyttäessään hiilihydraatteja ja Xanthobacter suvun bak-
teereista suurin osa tuottaa runsaasti limaa (Garrity et al. 2005). Suurin osa näytteistä 
tunnistetuista eukariooteista oli rihmastollisia kotelosieniä. Rihmasienet ja solun ulkoi-
sia polysakkarideja muodostavat bakteerit voivat aiheuttaa tukkeutumisongelmia putkis-
sa, venttiileissä, suodattimissa ja vedenpoistopisteissä sekä mitta-antureiden vääriä arvo-
ja biofilmin muodostumisen seurauksena (Robbins ja Levy 2004; Gaylarde et al. 1999). 
Myös limaa tuottavien bakteerien voidaan olettaa voivan aiheuttaa samanlaisia ongel-
mia polttoainejärjestelmissä. Näytteistä R13 ja R14 (polttoaineen 1 pilaantumisen tut-
kimisessa rikastettu biomassa) esiintyneet Rhodococcus suvun bakteerit pystyvät hajot-
tamaan monenlaisia orgaanisia yhdisteitä ja poistavat biologisesti rikkiä fossiilisista 
polttoaineista (McLeod et al. 2006). Nämä bakteerit voivat vaikuttaa polttoaineen laa-
tuun. Pesäkkeet 4 ja 5 tunnistettiin bakteeriksi Pseudomonas sp. BS1(2009), jonka on 
todettu tuottavan pinta-aktiivisia aineita. Pinta-aktiivisten aineiden tuotto voi aiheuttaa 
öljyn/veden emulgoitumista, solujen irtoamista öljyfaasiin ja lauhdutti-
men/vedenerottimen toimintahäiriöitä (Robbins ja Levy 2004; Gaylarde et al. 1999). 
Rihmaisia bakteereita ja polttoainesäiliöiden korroosioon eniten vaikuttavia anaerobisia 




Tämän diplomityön kokeellisessa osuudessa tutkittiin kahta polttoainetta. Työn tarkoi-
tuksena oli tutkia polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi, mikrobien määrää 
ja diversiteettiä eri polttoaineissa, polttoaineiden pilaantumisen etenemistä sekä mikro-
bikasvun hillitsemistä ja estoa.  
Polttoaineiden soveltuvuutta mikrobien ravinnoksi tutkittiin kolmella eri mikrobien 
kasvutavalla: kiinteällä kasvatusalustalla, liukoisessa vesifaasissa sekä biofilmissä. 
Kiinteällä kasvatusalustalla oli tarkoituksena verrata standardin IP 385/99 mukaista 
maljakasvatusmenetelmää menetelmään, jossa polttoainetta 1 käytetään hiilenlähteenä 
kiinteässä kasvatusalustassa. Polttoaine 1 ei absorboitunut kiinteään kasvatusalustaan, 
joten sitä ei voida käyttää sellaisenaan hiilenlähteenä kiinteässä kasvatusalustassa. Pin-
ta-aktiivisten aineiden käyttö saattaisi edistää polttoaineen absorboitumista kiinteään 
kasvatusalustaan, mutta tällöin mikro-organismien käyttämän hiilenlähteen todentami-
nen vaikeutuisi.  
Liukoisessa vesifaasissa oli tarkoitus rikastaa polttoaineessa 1 esiintyviä mikro-
organismeja sekä analysoida polttoaineiden 1 ja 2 pilaantumista ravistelupullokokein, 
joissa oli 50 til-% polttoainenäytettä ja 50 til-% vesifaasia. Molemmat tutkitut polttoai-
neet soveltuivat mikrobien ravinnoksi. Mikrobien kasvun nopeuttamiseen käytetyn mi-
neraalisuolaliuoksen havaittiin edistävän kontaminoivien mikro-organismien kasvua 
polttoaineissa. Ilman mineraalisuolaliuosta kasvu oli hidasta, joka osoittaa mikrobikas-
vun mineraalirajoitteisuuden. Vesifaasien pH:n havaittiin laskevan ja liukoisen orgaani-
sen hiilen pitoisuuden kasvavan koepulloissa, joihin oli siirrostettu polttoaineesta 1 eris-
tettyjä mikro-organismeja, samaan aikaan, kun biomassan kasvua havaittiin. Haihtuvia 
rasvahappoja ei kertynyt tutkimusjakson aikana. Matala pH (noin 4 koko tutkimusjak-
son ajan) rajoitti mikrobikasvua koepulloissa, joissa vesifaasina oli puskuroimatonta 
polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä. Tämä vesifaasi vastaa parhaiten todellis-
ta polttoaineen varastosäiliön vesifaasin ravinnetilannetta. 
Biofilmin muodostumista tutkittiin polttoaineen 1 varastosäiliöiden pinnoitemateri-
aalilla päällystettyjen mikroskoopin objektilasien avulla polttoainetta 1 ja vesifaasia si-
sältävissä polypropeeniputkissa. Biofilmin kasvua havaittiin sekä polttoaineen että vesi-
faasien rajapinnoilla. Polttoaineen varastosäiliössä suurin osa (> 99 %) olevasta biomas-
sasta on havaittu esiintyvän biofilmeissä ja eniten biofilmiä muodostuu yleensä poltto-
aine- ja vesifaasien rajapinnalle. Polttoainefaasin biofilmimikrobien kokonaismäärät 
olivat suuremmat kuin vesifaasin kaikkien eri vesifaasien kohdalla. Muoviputkien ko-
konaisnestetilavuus oli pieni, joten faasien biofilmimikrobien kokonaismäärät vastaavat 
dieselpolttoaineen varastosäiliön vesifaasissa ja aivan vesifaasin yläpuolella havaittujen 
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mikrobipitoisuuksien suhdetta. Mineraalisuolaliuosta sisältävien muoviputkien koko-
naissolumäärät olivat 100 – 1000 kertaa suuremmat neliösenttimetriä kohden molem-
missa faaseissa kuin polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistettua vettä sisältävien johtuen 
ilmeisesti poistetun veden mineraalirajoitteisuudesta. Lisäksi pH:n lasku arvoon 4 rajoit-
ti mikrobikasvua muoviputkessa, joissa vesifaasina oli puskuroimatonta polttoaineen 1 
varastosäiliöstä poistettua vettä. Biofilmiä ei muodostunut, kun pinnoitemateriaaleilla 
päällystettyjä objektilaseja inkuboitiin pelkästään polttoaineessa 1. Mikrobikasvua ra-
joitti tällöin veden saatavuus. Koska vesi on elintärkeä mikro-organismien kasvulle ja 
elinkykyisyydelle, säännöllistä ja huolellista vedenpoistoa pidetään tärkeänä ja ensisijai-
sena toimenpiteenä polttoaineiden mikrobiologisen kontaminaation estossa ja hallinnas-
sa. 
Lämpötilan vaikutusta mikrobikasvun kinetiikkaan polttoaineessa 1 tutkittiin kol-
messa lämpötilassa: 6°C, 27°C ja 37°C ravistelupullokokein. Tutkimuksessa havaittiin 
lämpötilan rajoittava vaikutus mikrobikasvuun. Mikrobikasvun havaittiin olevan no-
peinta 27°C lämpötilassa sekä tapahtuvan viiveellä ja hitaammin 37°C lämpötilassa. 
6°C lämpötilassa ei havaittu mikrobikasvua 8 viikon tutkimusjakson aikana. 27°C läm-
pötilassa vesifaasin vertailuna käytettiin mineraalisuolaliuoksen lisäksi polttoaineen 1 
varastosäiliöstä poistettua vettä ja MilliQ-vettä. Mikrobien kasvun nopeuttamiseen käy-
tetyn mineraalisuolaliuoksen havaittiin edistävän kontaminoivien mikro-organismien 
kasvua myös tässä tutkimuksessa muihin kahteen käytettyyn vesifaasiin verrattuna.  
Mikrobikasvun hillintää tutkittiin anaerobisissa olosuhteissa polttoaineessa 1 27°C 
lämpötilassa 8 viikon ajan. Mikrobikasvua ei havaittu tutkimusjakson aikana. Vaikuttaa 
siltä, että mikrobikasvua voidaan hillitä merkittävästi polttoainesäiliöissä anaerobisten 
olosuhteiden avulla. Anaerobisten bakteerien kasvu voi kuitenkin aiheuttaa polttoaine-
järjestelmissä säiliöiden ja putkien korroosiota sekä myrkyllisen rikkivedyn tuottoa (sul-
faattia pelkistävät bakteerit). 
Mikrobikasvua polttoaineessa voidaan hillitä veden saatavuudella, matalalla pH:lla 
ja lämpötilalla sekä anaerobisilla olosuhteilla. Veden saatavuuden rajoitus polttoaineen 
varastosäiliössä on toteutettavissa säännöllisellä ja huolellisella vedenpoistolla. Poltto-
aineen varastosäiliön vesifaasin pH:n säädöllä voidaan saavuttaa mikrobikasvua rajoit-
tava matala pH, mutta todennäköisesti on helpompaa ja toteuttamiskelpoisempaa rajoit-
taa veden määrää varastosäiliössä. Polttoaineen varastosäiliöiden lämpötilasäätely on 
käytännössä hankalaa ja kallista, sillä niiden tilavuus on yleensä suuri ja varastosäiliöön 
pumpattavan uuden polttoaineen lämpötila korkea. Anaerobisten olosuhteiden teknisen 
toteutuksen mahdollisuutta ja taloudellisuutta tulisi tutkia täydessä mittakaavassa todel-
lisessa polttoaineen varastointiympäristössä. Esimerkiksi varastoitavan polttoaineen 
(lentopetroli 300 ppm, biodiesel 11 paino-% ja mineraaliöljypohjainen diesel ei liuen-
nutta happea) happipitoisuus vaikuttaa anaerobisten olosuhteiden ylläpitoon. Anaerobis-
ten olosuhteiden toteutuksen lisäksi tulee anaerobisten bakteerien kasvua hallita poltto-
aineen varastosäiliössä muunlaisin toimenpitein, esimerkiksi säännöllisellä ja huolelli-
sella vedenpoistolla, niiden mahdollisesti aiheuttamien haittojen estämiseksi. 
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Mikrobien lukumäärää polttoaineessa 1 tutkittiin standardin IP 385/99 mukaisen 
maljakasvatusmenetelmän ja mikroskopoinnin avulla. Pesäkkeitä muodostavien yksi-
köiden määrä oli molemmissa tutkituissa näytteissä hyvin pieni (11 – 15 PMY/ml tryp-
tofaani-soija-agar -kasvualustalla). Polttoainenäytteet voidaan kuitenkin luokitella kon-
taminoituneiksi (> 10 PMY/ml; Saybolt van Duyn BV, Saastamoinen 1996 mukaan). 
Myös mikroskopoinnin avulla määritetty kokonaissolumäärä oli hyvin pieni molemmis-
sa tutkituissa polttoainenäytteissä (453 – 1271 solua/ml) ja polttoaineen 1 varastosäili-
östä poistetussa vedessä (8558 solua/ml). Polttoainenäytteet voidaan luokitella lievästi 
kontaminoituneiksi (puhdas < 50 mikro-organismia/ml) ja polttoaineen 1 varastosäiliös-
tä poistettu vesi puhtaaksi (< 104 bakteeria/ml) (Allsopp et al. 2004). 
Polttoainenäytteistä määritetyt pesäkkeitä muodostavat yksiköt vastaavat vain 1.2 – 
2.4 % kokonaissolumäärästä. Tämä suhde vastaa arvioita kasvatettavien bakteerien 
määrästä. Pintavesilaitoksissa valmistetun talousveden kokonaismikrobimääriin kemial-
lisen käsittelyn jälkeen (1.6 · 103 soluja/ml – 3.1 · 105 soluja/ml; Lehtola et al. 2002) 
verrattuna polttoainenäytteiden ja polttoaineen 1 varastosäiliöstä poistetun veden koko-
naismikrobimäärä oli pieni. 
Mikrobien diversiteettiä polttoaineessa 1 tutkittiin molekulaaristen menetelmien 
avulla. Näytteiden prokarioottidiversiteetti oli laaja, mutta näytteistä tunnistetuista pro-
kariooteista vain muutamia on aiemmin esiintynyt mineraaliöljypohjaisissa polttoaineis-
sa ja niiden varastoinnissa. Näytteiden eukarioottidiversiteetti oli pieni ja tunnistetut eu-
kariootit olivat sieniä. Uusien tunnistettujen mikro-organismien löytyminen näytteistä 
aiempaan tutkimukseen verrattuna ei ole yllättävää, sillä erilaiset polttoaineet tarjoavat 
hyvän hiilenlähteen erilaisille mikro-organismeille. Näytteissä esiintyneet rihmasienet 
sekä solun ulkoisia polysakkarideja ja limaa muodostavat bakteerit saattavat aiheuttaa 
tukkeutumisongelmia polttoainejärjestelmissä sekä mitta-antureiden vääriä arvoja bio-
filmin muodostumisen seurauksena Lisäksi jotkin näytteissä esiintyneet bakteerit voivat 
vaikuttaa polttoaineen laatuun poistamalla rikkiä tai tuottamalla pinta-aktiivisia aineita..  
Polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimisessa rikastetun biomassan mikrobidiversiteetti 
oli suppea verrattuna alkuperäiseen polttoainenäytteeseen. Tämä osoittaa selvästi mikro-
organismien selektiivisen rikastumisen polttoaineen 1 pilaantumisen tutkimusjakson 
aikana. Polttoaineesta 1 standardin IP 385/99 mukaisen maljakasvatusmenetelmän avul-
la eristettiin viisi todennäköisesti erilaista pesäkettä. Suoraan polttoainenäytteestä analy-
soitu mikrobidiversiteetti oli huomattavasti monimuotoisempi. Tämä havainnollistaa 
selkeästi, miten selektiivisesti maljakasvatusmenetelmä valikoi maljalla kasvavat mikro-
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